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1. OZET

LENTIiVIRAL VEKTOR ARACILIKLI GDNF UYGULAMASININ
OMURILIK HASARI SONRASI PATOFIiZYOLOJIK SURECLERDEKI
ROLLERI

Norotrofik faktorler, merkezi sinir sistemi hasarlarindan sonra artis gostererek
noronlarin canli kalmasina ve iyilesme siirecine katkida bulunan endojendz
proteinlerdir. Diger Ozelliklerinin yani sira, norotrofik faktorlerin sinir sistemi
tizerindeki en etkin gorevlerinden biri de ndrojenez, aksonlarin yeniden sinaps
yapmasi, olayma etki gostermeleridir. Glial Tiirevli Norotrofik Faktdr (GDNF)
ailesinin tiyesi olan GDNF molekiilii, ailenin diger {iyelerinden (neurturin, artemin ve
persephin) yapisal olarak farklilik gosterir. GDNF molekiilii Reseptor Tirozin Protein
Kinaz (RET) yoklugunda da diger liyelerden farkli olarak GFRal reseptorii ile birlikte
sinyal olusturmaya devam etmektedir. Bu 6zellik sayesinde GDNF molekiilii RET den
bagimsiz olarak da sinyal olusturmaya devam ederek motor noronlarin canliligini
desteklemesinin yaninda sempatik ve parasempatik ndronlarda ise biiyiimeyi
diizenlemektedir. Yapilan caligmalar, 6zellikle omurilik hasar1 sonrasinda, GDNF
molekiiliiniin  akson rejenerasyonu iizerinde pozitif etkilerinin oldugunu
gostermektedir. Biitiin bu 6zellikler ve elde edilen veriler 1s181nda GDNF molekiiliiniin
omurilik hasar1 ve diger norodejeneratif rahatsizliklarda terapodtik bir ajan olarak
kullanilabilecegini diisiindiirmektedir. Bu tezde, GDNF molekiiliiniin lentiviral
yontemlerle dokuda ifadesinin arttirilmasinin, omurilik hasar {izerinde uzun dénem
etkilerinin arastirilmast amaglanmistir. Bu amag¢ dogrultusunda, travmatik omurilik
hasarini taklit eden bir model olan yar1 kesi hasar modeli kullanilmistir. Deneylerde 8-
10 haftalik Balb/c farelere Torakal 9 (T9) ve Lumbal 2 (L2) seviyelerinden viriis
enjeksiyonu yapilmasiin ardindan T12 seviyesinde omurilik hasar1 olusturulmustur.
Hasar sonrasinda farelerin fonksiyonel iyilesmeyi dlgen testler ile, hiicresel sag kalimi
ve olusan atrofi miktarlarini gosteren analizler yapilmistir. Bunlarin sonucunda, GDNF
molekiiliiniin 6zellikle hasar sonrasinda, uzun donemde motor koordinasyonu
diizenleyip fonksiyonel iyilesmesini arttirdigi gibi hiicresel sag kalimda da etkili

oldugunu destekleyen bulgulara ulagilmistir.



Anahtar sozciikler: Travmatik Omurilik Hasari, GDNF, Aksonal Rejenerasyon,

Fonksiyonel Geri Kazanim, Hiicresel Sag Kalim.



2. ABSTRACT

THE EFFECTS OF LENTIVIRAL VECTOR MEDIATED GDNF
TRANSMISSION ON PATHOPHYSIOLOGICAL PROCESSES
FOLLOWING SPINAL CORD INJURY

Neurotrophic factors are endogenous proteins that contribute to help neuronal survival
and functional recovery processes after brain and spinal cord injuries. Among all the
other substantial roles of neurotrophic factors, the most prominent one is to affect the
neurogenesis. Glial Cell Line- Derived Neurotrophic Factor (GDNF) family of ligands
(GFL) consist of four neurotrophic factors, including neurturin, artemin, persephin and
GDNF. Herein, GDNF molecule vary from the other members structurally by having
a Receptor Tyrosine Protein Kinase (RET) independent signalling pathway. Having
this property, by continuous signalling even in the absence of RET, GDNF can support
motor neurons survival, regulate sympathic, parasympathic structural development.
Studies elucidated that GDNF molecule possesses positive effects on axon
regeneration specifically following spinal cord injury. Considering all these aspects,
studies give us clues that GDNF molecule may be used as a therapeutic agent for the
treatments of spinal cord injuries and other neurodegenerative diseases. In this project,
it was aimed to investigate the long-term effects of GDNF expression, which was
increased by lentiviral vectors in mice spinal cord tissue. Depending on this aim, spinal
cord injury model that mimics the traumatic spinal cord injury was applied to 8-10
weeks old Balb/c mice. Virus injection was applied from Thoraric 9 (T9) and Lumbar
2 (L2) levels and after 12 days spinal cord injury was performed from the T12 level of
mice spinal cord. Experiments analysing functional recovery, neuronal survival and
atrophy amount were applied following the injury. In consequence of these results,
indications support that GDNF molecule can regulate functional recovery as well as

affecting the neuronal survival during the long terms of spinal cord injury.

Keywords: Traumatic Spinal Cord Injury, GDNF, Axonal Regeneration, Functional

Recover, Neuronal Survival.



3. GIRIS VE AMAC

Omurilik hasar1 travmatik ve travmatik olmayan sebepler sonucu omurilik
cevresindeki motor ve duyu sinirlerinin zarar gordiigii ve sonrasinda bu zararin
zamanla birlikte tiim santral sinir sistemini ve dolayli olarak periferik sinir sitemini
etkilendigi bir durumdur. Diinya Saglik Orgiitiiniin (WHO) yayinladig: giincel veriler
diinya ¢apinda her y1l 250.000 ile 500.000 arasinda insanin omurilik hasar1 gecirdigini
gostermektedir. Omurilik hasarinin yol agtig1 6lim riski direkt olarak hasarin tiirti
(travmatik veya travmatik olmayan), seviyesi ve 6zellikle hasar sonrasinda yapilan ilk
ve uzun donemli bakim giicii ile dogru orantili olarak degiskenlik gostermektedir.
Travmatik omurilik hasarinda hastaneye ulastirma bigiminden yapilan ilk miidahaleye
kadar olan asamalarin 6liim riskinde 6nemli roller oynadigi Diinya Saglik Orgiitii
tarafindan duyurulmustur. Oliim riskini atlatan hastalarda, kisinin yasam kalitesi
biiylik ol¢iide diismektedir ve kisi 15 giicli kayb1 yaganmaktadir. Bunlarin yaninda,
hasar1 geciren kisinin bakimi ¢evresine maddi manevi biiylik sorumluluklar
yiiklemektedir. Travmatik veya travmatik olmayan omurilik hasari sonrasinda olusan

ekonomik yiik 1.4 milyon $ ile 3.03 milyon § arasi degisiklik gostermektedir (1, 2).

Travmaya bagli meydana gelen omurilik hasar1 genellikle kaza sonrasinda
goriilmektedir. Tiirkiye’de yapilan ¢aligmalar travmatik omurilik hasarinin neredeyse
%50’sinin trafik kazalar1 sonucu meydana geldigini bilinmektedir (3, 4). Travmaya
bagli olmaksizin gelisen omurilik hasar1 genellikle 40 yas {istii bireylerde omuriligin
akut hasardan farkli olarak zamana bagli dejenere olmasindan kaynaklanmaktadir.
Amerika Birlesik Devletleri’nde travmatik omurilik hasar1 vakalarinda parapleji veya
kuadripleji iceren durumlarda hastalarin biiyiik ¢gogunlugu hastaneye varmadan ve geri

kalan1 ise hastane miidahalesi asamasinda hayatin1 kaybetmistir (5, 6).

Akut omurilik hasar1 patofizyolojisi birincil ve ikincil olmak iizere iki agamali
bir siirectir. Yapilan caligmalarla, omurilik hasarinin patofizyolosi bu iki siireg,
ozellikle ikincil mekanizmalar, incelenerek hasarin olusturdugu molekiiler
degisiklikler, subaraknoid hemoraj, ve omurilik iskemisinin dogurdugu etkiler

arastirilarak anlagilmaya calisilmaktadir.



Birincil omurilik hasar1 mekanizmasi genellikle hasarin ilk etapta hangi yolla
olustugunu, olusma siirecini kapsamakta ve lokal deformasyon agamalarini
icermektedir (7). lIkincil omurilik hasar1 mekanizmasi ise birincil mekanizma
sonrasinda gelisen biyokimyasal ve hiicresel siirecleri, hasarlar1 ve biitiin bunlarin
sonucu olarak meydana gelen hiicre 6liimii durumlarim1 agiklamaktadir. Yapilan
giincel caligmalarla ikincil mekanizmalar1 6nlemeyi amaclayan arastirmalar Sliim
riskini azaltmakta etkili oldugu ipucunu vermektedir. Ancak ikincil mekanizmay1
Onleyen tedaviler gelir seviyesi yiiksek iilkelerde omurilik hasar1 6liim riskini iyi
yonde etkilerken, gelir seviyesi diisiikk olan iilkelerde ise Onlenemeyen ikincil

mekanizmalar hala 6liime yol acan esas sebepleri olusturmaktadir (6, 8, 9).

Omurilik hasarinin patofizyolojik siiregleri ile ilgili yapilan ¢aligmalar
incelendiginde, tedavi siirecinin birincil ve ikincil patofizyolojik mekanizmalar1 hedef
aldig1 dikkat cekmektedir. Bu alanda yapilan ¢alismalarda kullanilan terapotik ajanlar
klinik diizeyde biitiiniiyle bir geri déndiiriicii etkiye ulasamamustir. Ozellikle hasar
sonrast sinir hiicresi rejenerasyonunu amaclayan yeni tedaviler ile ilgili arastirmalar
biiyiik ilgi gormektedir (10, 11). Hasar patofizyolojisini de gz dniinde bulundurarak
yapilan ¢alismalar Oncelikle hiicresel iyilesmeyi ve sinir hiicrelerinin tekrar akson

uzatarak sinirsel iletimi gerceklestirmesini hedeflemektedir.

Omurilik hasar1 da dahil olmak iizere merkezi sinir sistemi hasarlarinda, hasar
sonras1 norotrofik faktor artisinin ndronal sag kalim ile iligkili oldugu literatiirde
yapilan ¢aligmalarla gosterilmistir (12). Omurilik hasar1 sonrasinda hiicre icinde,
sitokinlerin harekete gecmesiyle birlikte omurilik yapisinda etkili olan norotrofik
faktorlerin yapisal degisime ugradigi bilinmektedir (13). Bu yapisal degisiklikler
reseptorlerin ve hiicre membraninda bulunan ilgili molekiillerin baglant1 noktalarinda
olusan bozukluklar1 olusturur. Norotrofik faktorlerin hasar sonrasinda cesitli
yontemlerle arttirilmasinin hiicre sag kalimina pozitif etkilerinin oldugu yapilan
calismalarla gosterilmistir. Yapilan arastirmalarda, omurilikte sorumlu dopaminerjik
ndronlarin canliligini arttirdig bilinen, énemli bir norotrofik faktér olan GDNF’in
(glial cell line-derived neurotrophic factor, glial hiicre hatt1 tiirevli nérotrofik faktorler)
omurilik hasar1 sonrasindaki ikincil mekanizma siireglerinde rolii olabilecegi

diisiiniilmektedir (13, 14).



Son zamanlarda yapilan ¢aligmalarda ¢esitli molekiiler biyoloji yontemleri ile
ilgili norotrofik ajan canli igerisine istenilen Olgiilerde tedavi amagli aktarilarak
ekspresyonu arttirilmistir. Bu yontemler genellikle adenoviral ve lentiviral vektorler
araciligr ile istenilen genin merkezi sinir sistemi igerisine aktarilmasidir. Bu
yontemlerle istenilen ajanin etkileri aktarildigi organizmada efektif olarak

gosterilmektedir (15).

Spesifik olarak lentivirlisler, genellikle H/V (Human Immmunodeficiency
Virus)’den tiiretilerek elde edilmistir ve 1990’11 yillardan beri gen transferinde ve daha
sonrasinda da gen tedavisinde yaygin olarak kullanilmaktadir (16). Lentivirusler
yetiskin memeli beyninde bulunan ndronlar, glialar ve boliinme 6zelligi olmadigi
diisiiniilen hiicre gruplarinda gen transferine aracilik eden etkin 6zellikleri ile merkezi
sinir sistemine hasar sonrast norotrofik faktor gen ekspresyonu arttirmasi amaciyla
merkezi sinir sistemi hasar1 tedavilerinde kullanilmaktadir (16, 17). Son zamanlarda,
literatiirde yapilan c¢alismalar omurilik hasar1 tedavisinde norotrofik faktorlerin,
ozellikle GDNF, ajan olarak kullanilarak farelere aktarildiginda tedavi siirecini pozitif

olarak etkiledigi yoniinde ipucu vermektedir (18).

Tiim bu durumlar goz Oniine alinarak, bu tezin amact GDNF ndrotrofik
faktoriiniintin tedavi ajani olarak kullanilarak omurilik hasar1 sonrasi patofizyolojik
stireclerdeki etkilerini gormektir. Bu tezde, GDNF’in lentiviral vektdr araciligiyla
farelere aktarilmasinin in vivo olarak olusturulan omurilik hasari sonrasinda; 1)
hiicresel sag kalim 2) duyu iletim yolaklarindaki aksonal yayilma, 3)
elektorofizyolojik parametrelerdeki degisim, 4) motor aktivitelerindeki fonksiyonel

iyilesme gibi siirecler iizerine olan etkilerinin arastiritlmasi amaglanmistir.



4. GENEL BILGILER

4.1 Norotrofik faktorler

Norotrofik faktdrler noronal gelisim ve biiyiimede etkili olan endojen
proteinlerdir. Bu faktorler biiylime, canlilik, sinaptik plastisite ve norogenezde rol
almaktadirlar. Norotrofik faktorlerinin 6zellikle sinir sisteminde, rejenerasyon
siirecinde noroprotektif etkileri bulunmaktadir (19). Norotrofik faktdrlerin
arastirmalarda en ¢ok dikkat ¢eken iiyeleri BDNF, NGF, Norotrofinler, GDNF ailesi
ve noropoietik sitokinlerdir (20). Tiim bu farkl: tiyeleri ile birlikte ndrotrofik faktorler
sinir sisteminde; gelisim, farklilasma, remiyelinizasyon, sinaptik plastisite ve hiicre
canlilig1 gibi cesitli gorevler iistlenmektedirler (12, 21). Noroprotektif faktdrlerden
BDNF (beyin tiirevli norotrofik faktdr), uzun donemli strese bagli olarak
hipokampiiste olusan bozulma ile iliskilidir ve bir¢ok ¢alismada depresyon tedavisinde
kullanilmigtir (22, 23). Norotrofik faktorler yapisal olarak incelendiginde
norotrofinler, glial tiirevli faktorler (GDNF) ve noéroprotektif sitokinler olmak iizere
lic ayr1 gruba ayrilmaktadir (24). Norotrofinler grubunda BDNF, GDNF grubunda
GDNF, noroprotektif sitokinler grubunda ise EGF ve EPO gibi molekiiller yer
almaktadir (25, 26).

4.2 GDNF Ailesi (Glial hiicre tiirevli norotrofik faktor ailesi)

GDNEF ailesi ilk defa 1993 yilinda Parkinson hastaligi ile yapilan bir caligmada
dopaminerjik ndronlarin canliligini koruyan ve arttiran bir biliylime faktorii olarak
bulunmustur. GDNF ailesinin kendi i¢inde 4 iiyesi bulunmaktadir (27, 28). Bunlar
neurturin (NRTN), artemin (ARTN), persephin (PSPN) ve GDNF faktor
molekiilleridir (29, 30). Daha sonra yapilan ¢alismalarda motor ndronlarin
rejenerasyonunda da kuvvetli etkileri oldugu goézlemlenmistir. (14, 26). GDNF
ailesinin tiyeleri dopamin ndronlart ve motor néronlarinin canlilifini destekledigi
bunun yani sira bazi liyelerin sempatik ve parasempatik néronlarda biiylimeyi regiile
ettigi diisiiniilmektedir. GDNF ailesi ile ilgili yapilan ¢alismalar sonucunda ailenin

iyelerinin duyusal akson rejenerasyonunda da rolii oldugunu géstermistir (31, 32).



4.2.1 GDNF’in Yapisi

GDNF fiyeleri yapisal olarak smiflandirildiginda, yapisinda 7 adet sistein
rezidiisii bulundurdugu i¢in TGF-B (Transform yapan beta biiylime faktorii) siiper
ailesinin altinda yer almaktadir. GDNF ailesindeki tiyeler aminoasit dizilimi a¢isindan
birbirlerine %50 benzerlik gosterir. Bu benzerlik TGF-f ailesindeki diger iiyeler ile

20% oranindadir (33).

TGF-B ailesindeki diger iiyeler serin treonin kinaz lizerinden sinyal iletirler
fakat GDNF ailesi bu durumun aksine hiicreler arasi sinyal yollama islevini
membranda bulunan RET reseptorii (tirozin kinaz reseptorii) izerinden yapmaktadirlar
(34-36). GDNF ailesi iiyeleri her biri kendileri i¢in farkli ve 6zellesmis sekilde
membranda bulunan reseptorler igerirler. Bu reseptorler plazma membraninda lipitlere
baglh halde bulunurlar (36). GDNF ailesinin her bir {iyesi spesifik bir reseptore
baglanir. (37, 38). GFRal reseptorii GDNF’e, GFRa2 neurturin’e, GFRa3 artemin’e
ve GFRa4 ise persephin molekiiliine baglanir (39). GDNF ailesi molekiilleri ilk olarak
glikozilfosfotadilinositol (GPI) ankorlu bir reseptdr olan kendilerine 6zgii olan GFRa
reseptoriine baglanarak sinyal iletimine baslarlar (32). GFRa reseptoriiyle bir
kompleks olusturan GDNF ailesi molekiilii plazma membraninda RET molekiiliine
baglanarak RET’in otofosforilasyonunu stimiile ederler (34, 40). RET aktivasyonu
yapan tek TGF-f tiyesi GDNF ailesidir (41). GDNF ailesi tiyelerinden bir tek GDNF
molekiilii ortamda RET olmadan da GFRal reseptori ile birlikte sinyal olusturabilir

(42, 43).

N-tarm # |

GDNF dimer
(2 x 15 kDa)

Sekil 4.2.1.1. GDNF molekiilii yapisi, N terminal (44).



Sekil 4.2.1.2. GDNF molekiilii yapisi, sistein digtimu (45, 46).

GDNF molekiilii yapisal olarak beta yaprak sarmalindan ve alfa heliksinden
olusan birbirine ge¢mis iki parmakli bir motiften olusur (34, 42). Bu iki parmak ve
heliks yapisi1 birbirine 3 tane disulfat kopriileriyle bagli olan sisteinler ile baglanmstir.
GDNF yapisindaki monomerler merkezde yer alan bu sistein diigiimii sayesinde
birlesirler (34). Yapilan calismalarda ozellikle sekilde (sekil 4.2.2) gosterilen 2.
parmak yapisinin GFRal reseptoriine baglanma ve RET aktivasyonunda gorevi

oldugu tespit edilmistir (35).
4.2.2 GDNF sinyal yolagi

GDNF reseptorleri RET reseptorii olan serin tirozin kinaz (RTK) reseptoriine
baglanarak RET molekiiliinii plazma membraninda aktive ederek sinyal yolagini
baslatmis olur (29). GDNF ailesine ait her bir molekiil kendi GFRa reseptoriiyle
birlikte RET reseptoriine baglanir. Burada, GDNF ailesinin igerisinde bir tek GDNF
molekiilii hem kendi reseptorii GFRal ile olusturdugu kompleks yoluyla RET’1 aktive
ederek sinyal olugturur hem de bu kompleks kendi bagina plazma membraninda sinyal
olusturur (38, 43). GDNF molekiilinlin bu yoni ile diger GDNF ailesi
molekiillerinden farkli olma 6zelligi ile aragtirmacilarin dikkatini ¢ekmistir. Yapilan
calismalarda GFRal kompleks baglanmasinda eksigi olan GDNF mutant igeren bir

calismada mutantlarin RET aktivasyonunu hala ger¢eklestirdigi goriilmiistiir.



Diger bir calismada ise, ortamda GDNF molekiili yok iken RTK-RET
kompleksi hiicre 6liimiinii destekliyor ve ortamda GDNF oldugunda ise hiicre 6liimii
gerceklesmiyor (32, 47). Bu ¢calismada GDNF’in yoklugunda GFRal reseptorii serbest
kaldigindan RET’e baglanip RET’in proapoptotik bir faktoér olarak rol almasini
saglamaktadir. Bu ¢aligmalardan elde edilen sonuglar, GDNF molekiiliinden bagimsiz
bir RET ve GFRal reseptorii birlesmis kompleksi oldugunu ve bu kompleksin
GDNF’in yoklugunda RET otofosforilasyonu yapabildigini gostermistir (47, 48). Ote
yandan bu veriler ayn1 zamanda, GDNF molekiilii izerinde hem GFRal reseptoriine
hem de RET’e baglanan bagimsiz iki ayr1 baglanma boélgesi oldugunu da
gostermektedir (49). Bu iki farkli baglanma bolgesiyle ilgili olarak, GDNF
molekiiliiniin GFRal reseptoriine RET olmadan baglanmasi i¢in N terminalindeki 1.
ve 2. kolda bulunan negatif yiiklii ve hidrofobik bir rezidiiniin bulunmasi
gerekmektedir (50). Diger bir yandan, GDNF molekiiliiniin GFRal ve RET baglanmis
kompleksine baglanmasi ise yapisal olarak sadece 1. koldaki negatif yiiklii rezidiilerin

olmasini gerektirir (51).
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Lezyon diisiisii + Akson rejenerasyonu + Fonksiyonel iyilesme

Sekil 4.2.2.1. GDNF sinyal yolagi; RET bagimli, RET bagimsiz.
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GDNF molekiilii sinyal yolagi RET bagimsiz ve RET ile birlikte ¢alisan olmak
tizere ikiye ayrilir. RET ile birlikte ¢alisan yolakta, GPI (glikozilfosfatidilinozitol)
ankorlu GFRal reseptorii plazma membrani tizerindeki lipit yapilara lokalize olmustur

(52).

GDNF ve GFRal reseptorii baglanmasi RET’in fosforile olmasini ve Src
tirozin kinaz molekiilii ile birlesmesini saglar (34, 53). Bu birlesme GDNF sinyal
yolaginin plazma membranindan hiicre igerisine gecip hiicre i¢cinde devam etmesini
saglayan asamadir (51). GDNF sinyal yolagi Src molekiiliinii ¢alistirarak hiicre igi
mekanizmalar sayesinde noronal sag kalimi arttirir. Bu sinyal yolagi hiicre i¢i PI3K ve
Ras, PKC ve Ca"™" mekanizmalarin tetikler (29). Bu olaylarin sonucunda ise noronal

sag kalim, farklilasma, migrasyon ve hiicre proliferasyonu durumlar gergeklesir.

RET bagimsiz GDNF sinyal yolaginda ise, GDNF molekiili GFRal
reseptoriiniin RET’e baglanmasindan bagimsiz olarak da GDNF ve GFRal birlesmis
kompleksi olusturarak plazma membraninda bulunan NCAM araciligiyla sinyali hiicre
igine gecirir ve burada Src’ye benzeyen bir kinaz olan Fyn’i aktif hale getirir (54-56).
Sonrasinda, Fyn hiicre i¢inde Met molekiiliinii aktiflestirerek hiicre icinde MAPK ve
CREB fosforilasyonunu tetikler (57). Bu olaylarin sonucunda ise ndrit biiylimesi ve
hiicre migrasyonu goriilmektedir. Merkezi sinir sistemi rahatsizliklarinda
(hasarlarinda), her iki GDNF sinyal yolagi ¢esitli hiicre i¢ci mekanizmalari tetikleyerek
lezyon olusumunun diislistine, akson rejenerasyonun artmasi ve biiylimesine,

fonksiyonel iyilesmenin artmasina yardimei olur (54, 58).

4.2.3. GDNF’in omurilik hasarindaki rolii

GDNF ailesi tyeleri merkezi sinir sistemi ve periferik sinir sistemi
rahatsizliklarinda rol alan 6nemli bir biiyiime faktoriidiir. Sinir sisteminde gelisim,
noral farklilagsma, ndral prekiirsor hiicre olma ve 6zellikle farkli hiicre tiplerini noral
prekiirsor hiicrelere ve omurilik lateral motor kolon hiicrelerine doniistiirmeyi baslatan
kemoatraktan gorevi gorme gibi rolleri vardir. (37, 59). Genel olarak tiim GDNF’in
birincil rolii aksonal dallanma ve sinaps formasyonunu baglatmaktir. GDNF ailesi
tiyeleri (GFL) memeli gelisim siirecinde yiiksek konsantrasyonlarda goriiliir ancak

yetiskin doneminde azalir (60, 61).
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GFL’ler noral tiiplin gelisim siirecinde 6zellikle tiipiin taban kisminda (floor-plate)
yiiksek konsantrasyonlarda goriilmektedir ve aksonal gelisim, aksonal gocte etkili

gorevleri bulunmaktadir (62, 63).

GFL’lerden spesifik olarak GDNF’in omurilik hasar1 sonrast hasarin oldugu
bolgenin caudal boliimiinde fonksiyonel iyilesmeyi arttirdigini agiklayan ¢aligmalar
yapilmstir (64, 65). GDNF kan-omurilik bariyerinin gegirgenligini azaltir ve
noroprotektif bir ajan olarak nitrik oksit (NO) sentezini baskilar (26, 66). GDNF’in
omurilik hasar1 sonras1 olusan ikincil mekanizma tizerinde etkilerinin oldugu ve ikincil

hasarin yol agtig1 olumsuz etkileri azaltti1 bilinmektedir (65).

GDNF’in omurilik hasar1 sonrasindaki 6demi azaltici etki gdsterdigi ve hiicre
sag kalimin arttirdigi yapilan aragtirmalarda gosterilmistir (52). Bunun yani sira
GDNF akson rejenerasyonu, aksonal yiizey alam1 ve densite artisina yol agtigi

bilinmektedir (66).

Tim bu noroprotektif ozellikleri sayesinde GDNF omurilik hasarinin
tedavisinde kullanilmak {tizere dikkat c¢ekmektedir. GDNF’nin omurilik hasari
tizerinde etkileri arastirilirken GDNF’i hayvana aktarmada farkli yontemler
kullanilmigtir (65). Bunlardan bir tanesi GDNF’in baska norotrofik faktorlerle birlikte
hayvana aktarilmasidir. Yapilan bir calismada GDNF norotrofin (NT-3) ile birlikte ve
omurilik hasar1 sonrasinda verilmesi noronlarin filizlenmesini ve NGF ile birlikte
verilmesi de aksonal dallanmay1 arttirdigr gosterilmistir (31, 37). Omurilik hasari
tedavisinde GDNF kullanilmasinda dikkat edilmesi gereken diger bir durum ise GDNF
molekiiliiniin verildigi zaman dilimidir. GDNF norotrofik faktoriiniin hasardan hemen
Once veya hasardan 1 saat sonraki zaman diliminde verildiginde omurilik hasar sonrasi
olusan ikincil faz mekanizmalarinin sebebiyet verdigi zararlar1 azaltmis oldugu
gbzlemlenmistir. Buna karsin olarak hasar olustuktan 24 saat sonra verildiginde ise
benzer etkiler gozlemlenmemistir (13, 28, 52). Bu ¢alismalar GDNF molekiiliiniin
omurilik hasar1 6ncesinde verilmesinin daha etkin bir yontem oldugunu destekleyici

yondedir.
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4.3 Omurilik yapis1

Merkezi sinir sitemi birden fazla cesitte sinir hiicresi grubunu igerir. Bu hiicre
gruplarindan en fazla bulunani néroglialardir (67, 68). Glia hiicreleri de birkag ¢esittir.
Bunlar astrositler, oligodendrositler, ependim hiicreleri ve mikroglialardir. Astrositler

ise iki formdadir. Beyaz cevherdeki ve gri cevherdeki astrositlerdir (68, 69).

Embrolojik dénemde noral tip kok hiicreleri iki tip hiicre olusturur daha sonra
sinir sisteminin ¢ogunu olusturur. Bunlar noronlar ve glialardir. Noral tiip noroepitel
hiicrelerden olusur ve noral tiip kapanmasindan sonra bu hiicreler bdliinerek
noroblastlar1 olustururlar (68, 70). Noroblastlar kendi etraflarinda birikerek manto
tabakas1 (mantle layer) adi verilen ndroepitel bir katman olustururlar ve bu manto
tabakasi embriyolojik gelisimin sonuna dogru omuriligin gri cevherine doniistir (67).
Manto tabakasindaki noroblastlar geliserek marjinal katmani olustururlar. Marjinal
katman omuriligin lateral katmanidir ve ayn1 zamanda bu katman embriyolojik siirecte
beyin ve omuriligi kaplayan distan ice dogru sirasiyla dura, araknoid ve pia zarlarina

dontistir (71).

Marjinal katman sinir fiberleri igerir ve bu fiberler gelisim siirecinde miyelin
kilif ile kaplanir. Bu kaplanma marjinal katmana beyaz rengini verir ve daha sonra bu
alan da omuriligin beyaz cevherini olusturur. Omurilik ortada kelebeksi yapida
bulunan gri cevher ve gri cevheri kenarlarda kapsayan beyaz cevher alanlarindan
olusur. Beyaz cevheri contra ve ipsi bolgeler birbirlerinin simetriklerini olusturacak
sekilde dorsal funikulus, lateral funikulus ve ventral funikulus alanlarin1 bulundurur

(70, 72, 73).
4.3.1 Omurilik yolaklari

Omuriligin beyin ile omurilik arasinda duyusal baglantiy1 saglayan yolaklari
vardir ve bunlara propriospinal baglantilar denir. Omurilik ile merkezi sinir sisteminin
diger boliimleri ile baglantiy1 saglayan bu yolaklar inen yolaklar ve ¢ikan yolaklar

olmak iizere ikiye ayrilir (8) (74).

Cikan yolaklar duyu ve motor stimulusu perifere tasiyan yolaklardir. Bu
yolaklardan en 6nemlileri dorsal kolon yolaklari, spinotalamik yolak ve spinoserebral

yolaklardir.
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Dorsal kolon yolaklari fasikulus grasil ve fasikulus kiineat olmak iizere ikiye ayrilir.
Cikan yolaklar dorsal kdk ganlion hiicrelerinin merkezi aksonlarinin dorsal kokten
omurilige girisiyle olusur (74, 75). Grasil ve kuneat yolaklar duyusal gorevlerden ve
hareket etme, hareket yonii belirleme, hareket hizindan sorumludur. Spinotalamik
yolak agri ve termal uyarinin iletilmesinden, dokunma ve basing hissinden
sorumludur. Spinoserebral yolak kas ve tendonlardan gelen duyunun serebelluma

tasinmasindan sorumludur (76).

Grasil yolak ile tagman sinyaller merkezi sinir sistemine viicudun alt
ekstremitesindeki dorsal kokten girer ve dorsal kok ganglion (DRG) aksonlar ile
birlikte fasikulus grasilisten gegerek taginir (74, 77). Aksonlar medulla oblangatadaki
grasilis niikleusunden gecerek medial lemniskusa gelmeden capraz yaparak karsi
tarafa gegerler (78). Yolagin rotasi, talamustaki ventral posterolateral niikleusa girerek
burada son bulur. Kuneat yolak ise merkezi sinir sistemine viicut alt ve {ist
ekstremitelerindeki dorsal koklerden girer ve fasikulus kuneatusu gecerek tasinir.
Kuneat yolak medulla oblangatada kuneat niikleusuna girer ve aksonlar medial
lemniskusa gecmeden c¢apraz yapip karsiya gecerek talamusun ventral

posterolateralinde son bulur (79, 80).

Spinotalamik yolak biitiinliyle agrinin iletilmesinden sorumludur ve uyart
merkezi sinir sistemine dorsal kokten girer. Aksonlar burada porterior gri cevhere
gecerek anterior veya posterior olarak yukart dogru devam ederek talamusun ventral
posterolateral niikleusunda son bulur (81). Spino serebral yolakta da uyari merkezi
sinir sistemine dorsal kokten girer ve devaminda birbirine karsilikli bulunan posterior
veya anterior spinoserebral yolaklardan gecer (82). Spinoserebral yolak ventro corso

funikuluslarini kullanarak serebelluma ¢ikar ve burada sonlanir (8, 83).

Inen yolaklar, beyinden aldiklari sinyali omurilige dogru kaudale tasirlar. inen
yolaklarin en bilinen ¢esitleri kortikospinal yolak, rubrospinal yolak ve vestibiilospinal
yolaktir (84, 85). Kortikospinal yolak omurilik refleksleri motor néron aktivitesi ve
istekli distal kas hareketi ile ilgili uyariy1 tagimaktan soruludur (86). Kortikospinal
yolak serebral korteksin 5. katman piramidal noronlarindan baglar, medulla

oblangatada ¢apraz yaparak kars1 tarafa geger (86-88).
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Buradan da lateral veya dorsal olarak hareket ile ilgili organa giderek kortikospinal
yolak son bulur (89). Rubrospinal yolak lokomotor hareket ve istekli motor hareketini
olusturmak i¢in uyariy1 ileten yolaktir (85, 90). Rubrospinal yolak red niikleusda
baslar, ventral tegmental bolgesinde ¢apraz yaparak omurilik dorsolateraline gecer ve
kaudale dogru inerek son bulur (91, 92). Vestibuspinal yolak ise postiirel hareket ve
uzuvlarda olusan ekstansor hareketin olusumundan sorumludur. Vestibiispinal yolak
kaudale gitme lateral veya medial vestibiilar yolak ile gerceklesir (93, 94). Lateral
vestibiiler yolakta uyari1 lateral vestibiiler niikleustan c¢ikar ve aksonlar capraz
yapmadan direkt olarak sorumlu organa iner. Medial vestibiiler yolakda ise uyari
medial vestibiiler niikleustan ¢ikarak aksonlar ¢apraz yaparak sorumlu organa inerler

(84, 85).
4.3.2 Omurilik hasar

Omurilik hasari travmatik veya travmatik olmayan cesitli sebepler sonunda
omuriligin zedelenmesi durumudur. Travmatik olan omurilik hasarlart motor kazalari,
diismeler, sporla ilgili yaralanmalar, medikal durumlar ve saldirilar1 olusturur.
Travmatik omurilik hasarinin olusma nedenlerinin biiyilik cogunlugunu motor kazalari
olusturur. Travmatik olmayan omurilik hasar1 yavas ilerleyen ve icerden olusan bir
zarar durumudur (8). Travmatik olmayan omurilik hasarini omurilik kolon

dejenerasyonu, omurilik iltihaplari, kanser ve tiimorler olusturur.

Travmatik omurilik kazalarinda omurilik iizerinde kesilmeler, kopmalar ve
zedelenmeler goriiliir. Bu kesikler inen ¢ikan yolaklardaki aksonlarin iletiyi iletmesini
engeller (4, 91). Bunun sonucunda da duyu ve motor fonksiyonlarinda kayiplar
meydana gelir. Travmatik omurilik hasarlarinda vertebra kemiklerinden bir veya

fazlasinin kirilmasi sonucu omuriligin kesilmesi veya hasar gérmesi sonucu olusur

(95, 96).

Olusan hasar sonucu omurilik biitiinliigli bozulur ve tamamlanmis veya
tamamlanmamis hasara yol agar. Tamamlanmis hasarda canli paralize olur ve
tamamen bir his kaybi1 gergeklesir (97). Tamamlanmamis hasarda ise her zaman
paralize olunmaz ve biraz his kalir. Omurilik hasarinin yol agtig1 his kayb1 ve paralize

olma durumu hasarin omurilikte gerceklestigi seviye ile de iliskilidir (98).
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Yapilan ¢alismalarda servikal bolgede (C1-C7) gergeklesen hasarin fonksiyonel
iyilesmeyi en ¢ok gdsteren hasar tipi oldugu gosterilmistir. Hasar seviyesi, norolojik
eksikligin siddetiyle korale edildiginde, servikal ve lumbal (L1-L5) seviyelere kiyasla,
torakal (T1-T12) seviyede gerceklesen hasarlarin direkt olarak tamamlanmis omurilik

hasari olusturdugu gosterilmistir (8, 99, 100).
4.3.3 Omurilik hasar1 patofizyolojisi

Omurilik hasar1 iki agamali olarak gerceklesen bir siiregtir ve bu asamalar
birinci, ikinci faz olarak adlandirilirlar. Birinci faz, omurilikte lokal bolgede olusan

deformasyon sonucu hasarin mekanik hasara dontistiigii ilk asamay icerir (101, 102).

fkinci faz ise birinci faz sayesinde baslayan biyokimyasal ve hiicresel siiregleri
ve hatta bu siire¢lerin hiicre 6liimii ile sonlandig1 asamalari igerir (103). Bu iki agsamali
gerceklesen fazlar sayesinde omurilik hasarinin patofizyolojisi, subaraknoid hemoraj,

serebral ve omurilik iskemisi anlagilmis bulunmaktadir (104, 105).

Omurilik hasarmin birinci faz1 hasarda ilk gerceklesen olaylar olusturur. Ilk
asamada akut olarak sikigsma, kirilma, parcalanan vertebra veya omurilige gelen darbe
ya da disklerin kaymasi gibi nedenler ile omurilik kesilir ve omurilik dokusu
biitiinligiinii kaybederek bozulmaya baglar (106, 107). Hasarin olustugu bolgede
aksonlar zarar goriir ve noronlar 6lmeye baslar. Birinci fazin ileri evrelerinde omuriligi
besleyen damarlar zarar goriir ve dlen noronlar ¢esitli faktorler salgilayarak cevre
ndronlarin Olimiini tetikleyerek hemoraj olugsmaya baglar. Bunlarin sonucunda
membran potansiyeli bozulur, ndral dokular parcalanmaya baslar ve bu evreden
sonrasinda ikinci faz mekanizmalan etkilerini gostermeye baslamaktadir (108, 109).
Omurilik hasarinin ikinci fazi birbirini takip eden birden ¢ok patofizyolojik olaydan
olusur. Bu patofizyolojik degisimler birkag baslik altinda kategorilestirildiginde su alt
basliklara ulasilmistir (103).
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Bunlar; damar yapisindaki degisiklikler, (norojenik sok, hemoraj, tromboz,
vazospazm), iyonik degisimler (hiicre i¢i kalsiyum artis1, hiicre dis1 potasyum artist,
soydum gecirgenliginin artmasi), ndrotransmitter birikmesi (seratonin/katekolamin
artmasi, hiicre dis1 glutamat artisi, eksitotik hiicre hasari), serbest radikal iiretimi ve
araknoid asit salinimi (yag peroksidasyonu), endojendz opioid artigi, ddem olugumu,
inflamasyon, adenozin trifosfat (ATP) bagiml1 hiicresel siireclerin bozulmasi ve son

olarak da ve apoptoz olusumudur.

Ikinci faz asamalar1 arasindan en ¢ok dikkati damar yapisindaki degisiklikler, serbest

radikal salinimi1 ve apoptoz asamalar1 gekmektedir (105, 110-112).

Merkezi sinir sistemi hasarlarinda serbest oksijen radikallerinin olugmasi ve
hiicre zarinda yag peroksidasyonu olusumu en ¢ok rastlanan molekiiler siireglerdir.
Serbest radikaller ortamda bulunan molekiiller oksijen sayesinde olusurlar.
Mitokondrideki tamamlanmayan elektron tasima sistemi sirasinda siiperoksitler (O2-)
olusur. Siiperoksitler, siiperoksit dismutaz enzimi ile birlikte toksik olan hidrojen

peroksit’e (H202) dontisiir (113, 114).

Bunu takiben, H202 katalaz enzimleriyle H2O ve Oksijene pargalanir. Ortamda
hemoglobin, transferin ve ferritinden salinan serbest demir bulundugunda diisiik pH
seviyesi veya oksijen radikalleri sayesinde H2O: yiiksek reaktif hidroksil (HO-)
radikallerini olusturur. Olusan hidroksil molekiilleri kontrol altina alinmazsa, yag
peroksidasyonuna, fosfolipit enzimlerinin bozulmasina, iyonik gradiyent isleyisinin

bozulmasina ve membran lizisine yol agar (113, 114).
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Omurilik Hiicre disina glutamat ve
hasar Cal ey

| |

Hemoraj Beyaz cevher iskemisi
Hemoglobin Serbest radikal salimm
Fe salimm Fosfolipaz aktivasyonu

Lipid
peroksidasyonu

!

Beyaz cevher dejenerasyonu

!

Vaskiiler hasar

!

Myelin kihif hasari

!

Norolojik eksiklikler

Sekil 4.3.3.1. Omurilik hasar1 patofizyolojisi

Serbest radikallerin salintmi ve artmasi ile birlikte son bulan membranda
gerceklesen yag peroksidasyonu omurilik hasarinin ilk bes dakikasinda olusmaya

baslayan bir bozukluktur (115).

Omurilik hasarinin birinci fazinda olusan mekanik hasar sonucu vazoaktif amin
sayesinde vazospasm gerceklesir. Sonrasinda da endotel siserek bozulur ve vaskiiler

damarlarin gecgirgenligi artar (104).
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Olusan hemoraj iskemiyi destekler ve bunlarin sonucunda da eksitator amino asitler
ve glutamat ortamda c¢ogalir. Glutamatlar hiicre disina ¢ikar ve glutamatin aracilik
ettigi eksitotoksisite olusur. Omurilikde lokal 6dem olusumunda iskemi rol oynar.
Damar yapilarinda gergeklesen bu degisiklikler merkezi gri cevherin periferik gri

cevhere gore daha siddetli bir bicimde etkilenmesini saglar (105, 116, 117).

Hiicre oliimii nekroz veya apoptoz ile olur. Apoptoz Okaryotik hiicrelerde
gerceklesen programlanmis hiicre 6liimiidiir. Apoptozun merkezi sinir sistemi hasar
ve rahatsizliklarinda iskemi, travma, inflamasyon ve norodejeneratif durumlar ile
ilisigi bir¢ok calisma ile kanitlanmistir. Sistein proteinlerinden kaspazlarin apoptozla
onemli roli vardir (118, 119). Kaspaz-3 apaptoz yolaklarinda rol alan &nemli
baskilayic1 substratlar1 ayirir ve bunlar PAK2, fodrin ve gelsolindir. Kaspaz-3
aktivasyonu mitokondriden sitokrom c¢ salmimi ve Apaf-1 ile prokaspaz-9

transaktivasyonunu gergeklestirir (95).

Bu sekilde devam eden kaspaz-3 apoptotik yolaginin iist ve alt elemanlar
travmatik omurilik hasar1 sonrasinda aktive olmustur. Bu aktivasyon ilk olarak hasar
alanindaki noronlarda, ilerleyen saat ve giinlerde de hasar alanindan uzakta olan
oligodendrositlerde goriilmektedir (120). Oligodendrositlerin  omurilik hasar
sonrasinda gerceklesen apoptozun en ¢ok gerceklestigi ndron hiicre tipi oldugu ve
Wallerian dejenerasyonun gerceklestigi alanlarda hasardan yaklasik 24 saat ile 3 hafta
arasinda olustugu bilinmektedir (121). Bu olaylar ve Wallerian dejenerasyon aksonal
demiyelinizasyona yol acar ve mikroglialar aktive olarak oligodendrosit 6liimleri
olugmaya baslar (122, 123). Burada, en c¢ok oligdendrosit 6liimii hasardan yaklasik
sekiz giin sonrasinda goriiliir FAS ve p-75 6liim reseptorlerinin oligodendrositlerin
apoptozundan sorumlu ve aksonal dejenerasyona yol actig1 Fehlings ve arkadaslari

tarafindan agiklanmustir (112, 124).

Omurilik hasar1 sonrasinda ikinci faz mekanizmalarindan biri olarak
gerceklesen apoptoz bolgesel olarak omuriligin inen, ¢ikan yolaklarinda olusan
lezyonun merkezinde ve Wallerian dejenerasyon alanlarinda gerceklesmektedir (103,

125).
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5. MATERYAL METOD
5.1 Deney gruplari

Tez kapsaminda deney hayvanlarina yapilan biitiin miidahaleler ve deneyler,
Istanbul Medipol Universitesi, Hayvan Deneyleri Yerel Etik Kurulu onay1 aliarak
yapilmistir. Deneylerde toplam 8-12 haftalik 25-30 g agirliginda 30 adet erkek Balb/c
fareler kullanilmistir. Deneyler boyunca her fareye aymi standart kosullar altinda
bakim ve miidahaleler yapilmistir. Fareler deney dncesinde ve sonrasinda uygun ortam
ve kosullar iceren odalarda tutulmustur. Bu odalar 12 saat aydinlik ve 12 saat karanlik
olacak sekilde ayarlanmis olup farelerin yem ve su erisimleri kafes igerisinde serbest

olacak sekilde ayarlanmistir.

Deney gruplarn farelere enjekte edilen maddelere gore sekillendirilmistir.
Projede kullanilan gruplar lentiviriis icerisinde, paketlenmis olarak bulunan, GDNF
(Glial tiirevli ndrotrofik faktor) enjekte edilen grup ve bu grubun kontrol grubu olmak
tizere bos lentivirlis (konjuge bigcimde GFP igeren) enjekte edilen grup olmak iizere
ikiye ayrilmaktadir. Her grup i¢in n=15 adet hayvan kullanilmistir. Kafes dizilimleri
yapilirken bir kafeste {i¢ gruptan karisik olarak hayvan olmasina dikkat edilmistir ve
kafes igerisinde hayvan sayist n=5 olarak sabit tutulmustur. Toplam 6 kafes olarak
hayvanlar bu diizende rastgele segilerek olusturulmustur. Grup adlandirilmalari

enjekte edilen maddeler ile dogru orantilidir. Grup igerikleri asagidaki gibidir;

Deneylerde GDNF protein seviyesini arttirmak amaciyla GDNF’nin gen
kodlama bolgesi p-Lenti-CMV lentiviral vektore klonlanmig ve viris iiretilmistir. Bu
amacla, farelerde GDNF seviyesi arttirilarak omurilik hasar1 sonrasi uzun donem
etkisini inceleyebilmek amaciyla bu tez kapsaminda gergeklestirilen deneylerde iki

farkli grup olusturulmustur. Bu gruplar;

GDNF (Glial tiirevli norotrofik faktor) grubu: Bu grup hayvanlarina GDNF
molekiilli, p-Lenti vektor icerisine yerlestirilmis olarak 4pl/hayvan miktarinda cam

mikroenjeksiyon igneleri (Hamilton) kullanilarak enjeksiyonu gerceklestirilmistir.
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Kontrol grubu: Bu grup GDNF grubunun kontrolii olmasi igin
olusturulmustur. GDNF lentiviriisiiniin igerisinde vektdre konjuge bigimde bulunan
GFP molekiiliiniin tek bagina beklenen etkiyi yapip yapmadigini anlamak icin dizayn
edilmistir. Kontrol grubu hayvanlarina da 4pl/hayvan olacak sekilde cam

mikroenjeksiyon igneleri (Hamilton) kullanilarak enjeksiyon yapilmistir.
5.2 Deney Dizayni

Deney planinin ve gidisatinin sematige uyarlanmis hali asagidaki gibidir;

-12 0 3 14 28 42 43 57 (Giin)
Davrams Taban :
egitim davrams
Omurilik
Hasan i
Davrams Deneyleri Sakrifikasyon
(Perfiizyon
+Fiksasyon)

Viriis Traser
enjeksivonu enjeksiyonu

Sekil 5.2.1 Deney dizayni. Yukaridaki sekil projenin yalnizca viriis, enjeksiyonu,
omurilik hasar modeli ve davranis deneyi asamalarinin giinlere gére planlanmis halini
gosterir. Davranig egitim boliimii sadece merdiven yiiriime testi i¢in bir giin §grenmeyi
takiben iki giin egitim olmak iizere pes pese 3 giin boyunca yapilmistir. Viris
enjeksiyonu hasardan 12 giin Once yapilmistir ve davranig egitimleri viriis
enjeksiyonundan 6nce verilmistir. Virlis enjeksiyonu ile hasar arasinda taban davranis
deneyleri yapilmistir. Omurilik hasarindan itibaren 3, 14, 28 ve 42. giinlerde davranis
deneyleri yapilmistir. 43. glinde traser enjeksiyonu yapilarak 14 giin sonra hayvanlar

sakrifiye edilmistir.
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5.3. GDNF Lentivirus iiretimi

pLenti-CMV-GFP-2A-Puro vektoriinde GFP entegre halde bulundugu i¢in
GFP deney gruplarinda kullanilan virlis pLenti virlisliniin bos halde paketlenmis
halidir. Bu sebeple lentiviriis {iretim asamalari sadece GDNF-pLenti virilis i¢in

agiklanmustir.
5.3.1. Hiicreden RNA izolasyonu

Hiicre kiiltiirii icin SH-SYSY hiicreleri kullanilarak ilk etapta bu hiicrelerden
RNA izolasyonu (11828665001; High pure RNA isolation kit, Roche, Switzerland)
gergeklestirilmistir. Bu amacla; yaklasik 10° hiicre 500 pl TRIzol (15596026; Thermo
Fisher Scientific, USA) ile muamele edilmistir. Bu agamay1 takiben mekanik bir etki
olusturmak i¢in, hiicrelere pipetleme islemi yapilmistir. Daha sonra bu soliisyona
kloroform (288306; Sigma Aldrich, USA) eklenmistir ve ¢ok giiclii bir sekilde
pipetleme islemi yapilmistir. Bu soliisyon 14.000 rpm’de ve 4 °C ‘de 15 dakika
santrifiij edilmistir. Santrifiij islemi sonunda siipernatant (¢ozeltinin iist fazi) ayri bir
tiipe almmuistir. Sonrasinda, 600 pl absolute ethanol eklenerek bu soliisyon DNA
ayristirict kolonlara aktarildiktan sonra oda sicakliginda 14.000 rpm’de 3 dakika
stiresince santrifiij edilmistir. Yikama ve santrifiij islemlerinden sonra 100 pl niikleaz
icermeyen H>O ile RNA ayristirilmistir. Izole edilen RNA konsantrasyonu
spektrofotometre (51119200; Multiskan™ go microplate reader, Thermo Fisher
Scientific, USA) ile oOlgiilmiistiir. Elde edilen RNA’lar 1pg/ul olacak sekilde
hesaplanmis ve bir sonraki adimda 1 pg/pul RNA ¢cDNA sentezi i¢in kullanilmistir.

5.3.2. cDNA sentezi

Bu asamada elde edilen RNA oOrneklerinden (04896866001; Roche,
Switzerland) cDNA sentezi reaksiyonu termal déngii cihaz1 (T100™; Bio-Rad, USA)
ile gergeklestirilmistir. Reaksiyon i¢in kullanilan iirtinler ve miktarlar1:10,5 pul ddH-0,
4,0 ul 5X Ters transkriptaz polimeraz, 0,5 pl RNaz inhibitori, 2,0 ul ANTP karisimu,
0,5 pl Oligo dT primerleri, 1,0 pl random primerler, 0,5 pl ters transkriptaz, 1,0 pl
RNA (1 pg/ ul). Hazirlanan reaksiyon drneklerinden termal dongii cihazi kullanilarak
(50 °C’ de 60 dakika sonra 85 °C’de 5 dakikada inkiibe) cDNA elde edilmistir ve 4

°C’de kullanilana kadar muhafaza edilmistir.
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5.3.3. Primer dizaym

Bu calismada Homo sapiens GDNF (NCBI referans sekans NM_000514.3)
geninin kodlama bolgesi SH-SYSY cDNA’sindan ileri primer ve geri primer
kullanilarak polimeraz zincir reaksiyonu vasitasiyla ¢ogaltilmasi amaglanmigtir. Elde
edilen GDNF gen dizisi pLenti-CMV-GFP-2A-Puro (sekil 5.3.3.1) (pLenti-CMV-
GFP-2A-Puro; Applied Biological Materials, Canada) vektoriine klonlanmistir. Bu
amacla pLenti-CMV-GFP-2A-Puro vektoriiniin ¢oklu klonlama boélgesinde yer alan
uygun restriksiyon enzimleri kullanilmistir. Bu bilgiler dahilinde dizayn edilen

primerler ve restriksiyon enzim kesme bdéliimleri agagida gosterilmistir (tablo 5.3.3.1).

Nhel Xmal Clal Mfel Scal
5'-- GCT AGC CCC GGG ATC GAT CAA TTG AGT ACT
SnaBl Kpnl
TAC GTA GGT ACC CCA GTG TGG TGG CCT GCA GGT
Ecorl Spel Agel Sall EcoRV
GAA TTC ACT AGT ACC GGT AGG CCT GTC GAC GAT
Notl BamH! Xbal
ATC GGG CCC GCG GCC GCT GGA TCC TCT AGA --3’

“s pLenti-CMV-GFP-2A-Puro
8950bp

3LTR

Sekil 5.3.3.1. pLenti-CMV-GFP-2A-Puro vektor

‘woud OpAS

Puro' 2A P GFP
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Tablo 5.3.3.1. GDNF klonlama trinleri.

5.3.4.

Forward Primer

Reverse Primer

5’-AGTCA  GGTACC

5’-AGTCA CGGCCGC

Sekans ATG AAG TTA TGG | GGAGTCA GAT ACA
GAT GTC GTGG- 3’ TCC ACA CC- 3’
Restriksiyon Enzimi Kpn/ Not/

Restriksiyon Enzim | 5’-ATG AAG TTA TGG | 5>-GGAG TCA GAT
sekansi GAT GTC GTGG -3’ ACA TCC ACA CC-3°
Toplam uzunluk (bp) 33 34
GC yiizde miktari 45 52
Twm degeri (°C) 64 64

GDNF iiretimi i¢in Polimeraz Zincir Reaksiyonu

Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PZR) karisimi i¢in iProof High-Fidelity PCR
kiti (172-5330, Bio-Rad, USA) kullanilmistir. Reaksiyonda kullanilan {iriinler ve

miktarlar su sekildedir; cDNA 2,0 ul, Primer forward 0,4 pl, Primer reverse 0,4 pl,
iProof Polymerase 0,2 ul, 5x High Fidelity Buffer 4,0 pl, ANTP mix 0,4 ul, H2O 12,6

ul. Reaksiyonda kullanilan iirinlerin toplam hacimi 20,0 ul’dir. PZR reaksiyonu i¢in

kullanilan termal dongii (T100TM; Bio-Rad, USA) ise tablo 5.3.4.1.’de gosterildigi

gibidir.
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Tablo 5.3.4.1. PZR reaksiyon kosullari.

Asama Zaman Is1
[k denatiirasyon 30 saniye 98°C
Denatiirasyon 15 saniye 98°C
Ayristirma 30 saniye 98°C
Genisletme 2 dakika 72°C
Son genisletme 5 dakika 72°C
Son bekleme Uriin kullanilana kadar 4°C

PZR iirtinleri elde edildikten sonra bu iiriinler 6x yilikleme boyasi (R0631;

Thermo Fisher Scientific, USA) ile karistirilarak yiizde bir oraninda hazirlanan agaroz
jel’e (Invitrogen, 16500500) yiiklenmistir. Burada 1kb DNA isaretleyici (SM1173;
O’GeneRuller-ready to use, Thermo Fisher Scientific, USA) GDNF o&lgiisiine referans

vermesi i¢in GDNF {iriiniiniin soluna yiiklenmistir. Agaroz jel 120V voltajinda boya

yaklagik olarak tiim jelin yukaridan asag: yiizde 75’ini gececek kadar yiiriitiilmiistiir.

Daha sonra agaroz jel Biorad Chemidoc goriintii cihazinda (1708280; Biorad Life

Sciences Research, USA) goriintiilenmistir.

5000bp-

1000bp-

_—P GDNF 636 bp
500byp-

Sekil 5.3.4.1. GDNF Agaroz jel goriintiisii
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5.3.5 Agaroz jelden GDNF DNA iiriinii izolasyonu

Bu asamada agaroz jel iizerinde goriintiilenen 636 bp biiyiikliigiinde GDNF
tiriinii jelden kesilerek DNA izolasyonu gerceklestirilmistir. Bu izolasyon asagida

aciklanan protokol ile gerceklestirilmistir.

[k 6nce jel iizerinde GDNF bantlarmin bulundugu alanlar kesilmistir. Bu jel
pargaciklar tartilarak agirliklarina gore degisken miktarlarda jel ¢oziicti sivi (K2100-
12; Thermo Fisher, USA) eklenerek 50 °C su banyosunda jeller tamamen ¢dzilinene
kadar inkiibe edilmistir. inkiibasyon sonrasinda jel ¢oziicii soliisyon ile ayn1 miktarda
olacak sekilde isopropanol (marka vs) eklenmistir. Elde edilen karisim; igerisinde
kolonlar bulunan toplayici tliplere aktarilmistir ve 14.000 g’de 1 dakika santrifiij
edilmistir. Santrifiij sonunda kolonlar yikama soliisyonu ile yikanmistir ve tekrar
14.000 g’de 1 dakika siiresince santrifiij edilmistir. Bu islem santrifiij miktarlarinda
degisiklik yapilmadan 2 kez daha uygulanmistir. Son olarak, kolonlara DNA ayristirici
soliisyon eklenerek 14.000 g’de 2 dakika siiresince santrifiij edildikten sonra DNA

izole edilmistir.
5.4.6. PZR iiriinii GDNF DNA ve Plenti vektoriiniin ¢ift kesme reaksiyonu

Bu asamada elde edilen GDNF DNA iiriinii ile Plenti vektoriiniin birbirine
entegre edilmesi i¢in ilk 6nce bu iki {iriin ¢ift kesme reaksiyona sokulmustur. GDNF
PZR iiriinii ve pLenti-CMV-GFP-2A-Puro vector ¢ift kesme i¢in Not/-Yiiksek
uygunlukta (FD0593, ThermoFisher Scientific, USA) ve Kpn/-Yiiksek uygunlukta
(FD0524, ThermoFisher Scientific, USA) bulunan restriksiyon enzimleri
kullanilmistir. Reaksiyonda kullanilan {irtinler tablo 5.3.6.1°de gosterilmistir.
Tablodaki tiriinler olusturulduktan sonra 37°C’de 1 saat inkiibe edilmistir. Son olarak

inkiibasyondan sonra 80°C’de 5 dakika siireyle 1s1 inaktivasyonu gerceklestirilmistir.
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Tablo 5.3.6.1 Cift kesme reaksiyonu iiriinleri

pLenti (ul) GDNF (ul)
Uriin 5.0 (1 pg/ ul) 12,0
10X Soliisyon 2.0 2,0
Not I 1,0 1,0
Kpnl 1,0 1.0
dH,0 11,0 4,0
Toplam 20,0 20,0

5.3.7 GDNF ve PLenti Plazmid DNA Piirifikasyonu

Bu boliimde ilk basta daha 6nceki boliimde kullanilan restriksiyon endoniikleaz
enzimleri ve reaksiyon sollisyonlarinin eliminasyonu yapilmistir. Bu iglem igin
spesifik bir kit K310001; Thermo Fischer, USA kullanilmistir. GDNF PZR f{iriinii ve
PLenti vektoriine baslangi¢ hacimlerinin ¢eyredi kadar olacak miktarda baglanma
sollisyonu eklenerek siire¢ baslamistir. Daha sonra soliisyonlar filtreli tiiplere
koyularak 14.000 g’de 1 dakika oda sicakliinda sentrifiij edilmistir. Bu siireci takiben
filtreli kolonlara yikama soliisyonu eklenerek ilk basta 14.00 g’de 1 dakika ve

devaminda 14.000 g’de 2 dakika olmak {izere yikama asamalar1 gergeklestirilmistir.

Son olarak {irlinii ayristirmak i¢in distile su eklenerek 14.000 g’de 1 dakika
sentrifiij edilmistir. Elde edilen piirifike olmus iiriinlerin konsantrasyonunu 6lgmek
icin NanoFotometre (P300, Implen, Germany) kullanilmistir. GDNF konsantrastonu

150 ng/ul ve pLenti konsantrastonu ise 91 ng/pl miktarinda dl¢tilmiistiir.
5.3.8 GDNF VE pLenti vektoriiniin baglanma reaksiyonu

Piirifikasyon sonucu elde edilmis olan GDNF ve pLenti-CMV-GFP-2A-Puro
T4 DNA ligaz enzimi (M0202S; New England Biolabs, UK) ile 1 saat boyunca oda
sicakliginda inkiibe edilmistir. Burada ihtiyag duyulan DNA miktarlar
Nebiocalculator (Version 1.9.0; New England Biolabs, UK) yardimiyla

hesaplanmistir. Sekil 5.3.8.1. hesaplanan miktarlar1 géstermektedir.
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Insert DNA length Required insert DNA mass

636 kb v [3.553 ng (1:1) ‘
Vector DNA length [7.106 ng (2:1) l
8950 kb v [ 10.66 ng (3:1) |
Vector DNA mass | 17.77 ng (5:1) |
= i [24.6? ng (7:1) ‘

Sekil 5.3.8.1 pLenti vektoriiniin baglanma reaksiyonu miktarlari

Bu hesaplar1 géz oniinde bulundurarak asagidaki tabloda gosterilen oranlarda iiriinler

olusturulmustur.

Tablo 5.3.8.1. Plazmid ekspresyonu i¢in gerekli olan {irlinler ve oranlari

1:1 3:1 5:1 7:1
pLenti 1,10 ul 1,10 ul 1,10 ul 1,10 ul
GDNF 0,47 ul 1,42 ul 2,36 ul 3,31 ul
T4 ligaz 0,50 ul 0,50 pul 0,50 pl 0,50 pul
5x Soliisyon 2,00 pl 2,00 pul 2,00 pl 2,00 pl
ddH20 6,03 pul 4,98 ul 4,04 ul 3,09 ul
Toplam 10,00 pl 10,00 ul 10,00 pl 10,00 ul

Tablo 5.3.8.1° deki iirlinler olusturulup 22°C’ de 5 dakika inkiibasyonlar1 yapilmistir.
5.3.9 Kompotent bakteri iiretimi

Cozllmiis Escherichia coli hiicreleri antibiyotik igermeyen kati LB agar
(A8523, Biomatik, USA) ilizerine yayilmistir. Oda sicakliginda 5 dakika bekletildikten
sonra 37 °C inkiibatorde gece boyunca inkiibe edilmistir. Ertesi giin agar yiizeyinden
bir koloni secilerek 5 ml LB siv1 besiyerine (A8523, Biomatik, USA) eklenmistir.
Hiicreler 37 °C’de 150 rpm ¢alkalayici iizerinde gece boyunca inkiibe edildi.
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Elde edilen hiicre suspansiyonundan 1 ml alinarak 100 ml yeni hazirlanmig LB
besiyerine eklenerek 37 °C’de 150 rpm’de ¢alkalayici lizerinde de 2,5 saat inkiibe
edilmistir. Bu islem sonunda optikal densite (OD) 600 nm ve 0,3 olarak 6l¢lilmiistiir.
Bu deger onaylanan bir deger olarak kabul edilmistir. Devami olarak, bakteri
stispansiyonu 50 ml falkon tiiplerine boliinerek ve buz iizerinde 5 dakika inkiibe
edilmistir. Falkon tiipleri 5.000 rpm’de 5 dakika sentrifiij edilerek elde edilen

supernatant atilmstir.

Geride kalan pellet’e pipetaj yapilmistir ve buzda sogutulmus CaClz (100 mM)
ile tekrar suspansiyon edilerek yeni falkon tiipiine alinarak suspansiyon 20 ml CaCl:
(100 mM) ile tamamlanmigtir. Bu hiicre soliisyonu +4°C’de gece boyunca inkiibe
edilmigtir. Sonraki giin, hiicre soliisyonu 3000g’de 5 dakika boyunca sentrifiij
edilmistir. Tiplerde elde edilen supernatant atilarak pellet buzda sogutulmus 2 ml

CaClz (100 mM) ile ¢oziilmiistiir.
5.3.10 Transformasyon

Elli pul kompotent bakteri soliisyonu ve 1 ul GDNF ligasyon karigimi 1.5
ependorf tiiplerine eklenerek buz iizerinde 30 dakika boyunca inkiibe edilmistir.
Hemen sonrasinda hiicreler 42°C sicakliginda su banyosunda 60 saniye tutularak 1s1
sokuna sokulmustur. Bu islemin sonunda ornekler buz {izerinde 2 dakika boyunca
sogutulmustur. Devami olarak, 250 pl LB besiyeri siispansiyon iizerine eklenerek 37
°C “de 1 saat boyunca calkalayicida inkiibe edilmistir. Sonra, bakteri siispansiyonlari
kanamisin (14100; Pan Biotech, Germany iceren) LB agar tabaklarina eklenip 37 °C’
de gece boyunca inkiibe edilmistir. Ertesi giin 5 pozitif koloni segilerek i¢inde

kanamycin bulunan 5ml LB besiyerine eklenmistir.

Bakteri miktarin1 arttirmak amaciyla, siispansiyon gece boyunca inkiibe
edilmistir. Ertesi giin, bakterilerden plazmid izolasyonu kit (11754777001; High pure

plazmid isolation kit, Roche, Switzerland) kullanilarak gerceklestirilmistir.
5.3.11 Plazmid izolasyonu

Bir onceki asamada elde edilen bakteriler +4°C’de 5.000 rpm’de 5 dakika

boyunca santrifiij edilmistir.
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Sonrasinda elde edilen firiinde supernatant atilarak pellet 250 pl siispansiyon
cozeltisinde (#11754777001; High pure plazmid isolation kit, Roche, Switzerland)
tekrar ¢oOziilmiistiir. Hiicre soliisyonuna 250 pl lysis tampon soliisyonu eklenerek
¢ozelti 1,5 ml ependorf tiiplerine aktarilmistir. Elde edilen iiriin oda sicakliginda 5
dakika bekletilmis ve bu siirede yavas bir sekilde ¢alkalanmistir. Sonrasinda, 350 pl
baglayicit tampon soliisyonu eklenmistir ve tlipler yavas¢a calkalanarak 5 dakika
boyunca buz iizerinde inkiibe edilmistir. Devam eden asamada, tiipler oda
sicakliginda, 14.000 g’de 10 dakika santrifiij edilmistir ve elde edilen supernatantlar

toplama tiiplerindeki kolonlara transfer edilmistir.

Bir dakikalik bir inkiibasyondan sonra oda sicakliginda, 14.000 g’de 1 dakika
santrifiij edilmistir. Tiipler temizlenerek 500 pl yikama 1 tampon soliisyonu
eklenmistir ve oda sicakliginda 14.000 g’de 1 dakika santrifiij edilmistir. Daha sonra,
tiipler temizlenerek bu sefer 700 pl yikama 2 tampon oda sicakliginda 14.000 g’de 2
dakika santrifiij edilmistir. Plazmid DNA igeren tiiplerin i¢indeki kolonlar temiz
ependorf tiiplere alinmistir ve kolonlarin iizerlerine 50 pl ayristirict tampon soliisyon
eklenip 1 dakika siiresince inkiibe edilmistir. Tiiplerin i¢indeki kolonlar 14.000 g’de 1
dakika boyunca santrifiij edilmistir. Bu santrifiij sonunda tiipte toplanan {iriin tekrardan
kolona eklenerek 14.000 g’de 2 dakika boyunca santrifiij edilmistir. Bu islem sonunda

tiipte toplanan soliisyon artik plazmid DNA ‘sin1 icermektedir.
5.3.12 DNA’nin varhginin restriksiyon enzimleri ile dogrulanmasi

Molekiiler klonlama c¢aligmalar1 sonrasinda Homo sapiens GDNF
transkriptinin  varligini dogrulamak icin tekrar bir ¢ift kesme reaksiyonu
gerceklestirilmistir. Bu reaksiyonda, 6,0 ul plazmid, 0,5 pl Kpn/, 0,5 ul Not/, 2,0 ul
10x tampon soliisyonu, 11,00 pl ddH20 kullanilmistir. Bu reaksiyonun toplam miktar:
20,0 pl olmustur.

Bir saat inkiibasyon sonucunda iiriinler 6x yiikleme boyasit (R0631; Thermo Fisher
Scientific) ile kanistirllarak ylizde 1°lik agaroz jel’e yiiklenmistir. GDNF ve pLenti
vektoriine referans olmasi i¢in agaroz jel’de sol tarafa 1 kb’lik DNA marker (Thermo
Scientific O’GeneRuller- ready to use) yiiklenmistir. Agaroz jel 120V voltajinda
ylklenen iiriinlerdeki boyalar agaroz jel’in yaklasik yiizde 75’ine gelecek kadar

ylriitilmistir.
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Agaroz jel Biorad Chemidoc cihazi (1708280; Biorad Life Sciences Research, USA)
kullanarak goriintiilenmistir. Sekil 5.3.12.1. gosterildigi gibi bu asama sonucunda

plazmidlerin GDNF igerdigi biiyiikleri belirtilerek gosterilmistir.

10,000 bp-

Plasmid 3,000 bp- > u

! |

3,000 bp- E

1,000 bp- b
GDNF —1 e

500 bp-

Sekil 5.3.12.1 Plazmid ve GDNF Agaroz jel goriintiisii

5.3.13. Plazmid vektorlerinin amplifikasyonu

Lenti-virlis paketlemesi i¢in ikinci nesil lenti-viral vektor sistemi
kullanilmistir; VSV-G proteinini kodlayan pMD2.G ve sadece regiilasyon boliimii
olan psPAX (12259; 12260, Addgene, UK). Plazmid {iretimi ve izolasyonu
protokolleri yukarida boliim 5.3.11° de agiklandig gibi kullanilmistir.

5.3.14. Lenti-viriis paketlenmesi ve iiretilmesi

Ik olarak 3.5 x 10° 293T hiicre hatt1 10 cm doku kiiltiirii flasklarma 12 ml
besiyeri Dulbecco's modified medium (DMEM; P04-01158, Pan Biotech, Germany)
eklenerek inkubatdriinde CO2 (%5 COz, 37 °C) gece boyunca inkiibe edilmistir.
Sonraki giin, Lipofectamine 3000 reagent (3000001; Thermo Fisher Scientific, USA)
kullanilarak transfeksiyon yapilmistir. Reaksiyon karisimi Opti-MEM hiicre kiiltiir
besiyeri (31985062, Thermo Fisher Scientific, USA) i¢erisinde hazirlanmistir. A ve B

olmak tizere iki tiip hazirlanmistir.
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A tiliplinde, 41,0 ul Lipofectamin 3000 (L3000) reagent ve 1.459,0 ul Optimem olmak
tizere toplam 1.500,0 pl iiriin bulunmaktadir. B tiipiinde ise, 7,0 pl (0.5 pg/ pl)
pMD2.G, 7,0 ul (1.0 pg/ pl) psPAX, 7,0 ul (1.0 pg/ ul) pLenti, 35,0 ul P3000 reagent
ve 1.444,0 ul Optimem olmak tizere toplam 1.500,0 pl tirlin bulunmaktadir.

A tiipii B tiipiine transfer edilerek karistirilip 20 dakika oda sicakliginda inkiibe
edilmistir. 10 cm doku kiiltiir flask’indan 6 ml besiyeri alinarak atilmistir. Hazirlanan
karistm 10 cm doku kiiltiir flask’ina yavasca damlatarak eklenmistir ve CO2
inkiibatoriinde 6 saat inkiibe edilmistir. 6 saat sonunda flask icindeki besiyeri 12 ml
temiz DMEM besiyeri ile degistirilerek flask COz inkiibatoriine geri konarak 24 saat
inkiibe edilmistir. 24 saatin sonunda flasktan tiim besiyer cekilerek 4 °C’de
saklanmigtir. Flask {izerine temiz 12 ml DMEM aktarilmistir ve yaklasik 52 saat
boyunca CO: inkiibatoriine koyulmustur. Bu siire¢ sonunda tekrar tiim besiyeri
cekilmistir ve bir onceki ¢ekilen ve 4 °C’de saklanan besiyeri ile birlestirilmistir. Tiim
tiriin 2.000 rpm de 10 dakika boyunca santrifiij edilmistir. Sonrasinda, 0,45 um diisiik

baglanma filtresinden gecilerek hiicre artiklarindan arindirilmastir.

Elde edilen virlis karisimi ultrasantrifiij (Beckman Coulter, SW28) tiiplerine
aktarilarak 100.000 g’de 2 saat boyunca santrifiij edilmistir. Viriis par¢aciklarini iceren
pellet kalsiyum ve magnezyum icermeyen DPBS Dulbecco's Phosphate-Buffered
Saline (DPBS; P04-3650, Pan Biotech, Germany) igerisinde ¢ozlilmiistiir. Bu asamalar

sonucunda GDNF entegre olmus pLenti viriis elde edilmistir.
5.3.15. Viriis Titrasyonunun belirlenmesi

HeLa hiicreleri bir kuyusunda 4 x 10° olacak sekilde 12-kuyulu plakaya
ekilmistir ve COz inkiibatoriinde yaklasik 20 saat siiresince inkiibe edilmistir. Sonraki
giin, viriis parcaciklarini igeren 10 asamali (10! -10™*) birbirini takip eden ve total
hacmi 2ml olan diliisyonlar koni seklindeki viyallerde gergeklestirilmistir. Diliie
edilen ornekler viyal tiipler el ile ters-diiz yapilarak iyice karistirilmistir. Bu diliisyon
orneklerinin her birinden 1 ml alinarak 12-kuyulu kiiltiir plakasina eklenmistir ve CO2
inkiibatériinde yaklasik 20 saat inkiibe edilmistir. Orneklerden GFP (Green-
Fluorescent-Protein) ekspresyonu gozlemleninceye kadar her 2.3 giinde bir 12-kuyulu

plate igerisindeki besi yeri degistirilip temiz besi yeri eklenmistir.
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GFP ekspresyonu gozlemlendiginde hiicrelere tripsin (GIBCO, 3197) eklenerek besi
yeri inaktif hale getirilmigtir. 12-kuyuluk plakalardan tripsin ile kaldirilip toplanan
hiicreler soguk PBS igerisinde ¢oziilmiistiir. Sonrasinda PBS i¢inde ¢oziinmiis olan
hiicrelere FACS (fluorescence activated cell sorting) analizi uygulanmistir (BD influx

cell sorter with bioprotect IV safety cabinet, BD Bioscience).

Devam eden agamada, buz soguklugunda %2 formaldehit soliisyonundan 500
ul alinarak hiicrelere eklenmistir. Hiicreler 4°C ‘de 10-60 dakika inkiibe edilmistir ve
sonrasinda 4°C‘de 1.000 rpm’ de 5 dakika santrifiij edilmistir. Santriflij sonucunda
olusan supernatant atilarak hiicreler PBS ile yikanmistir ve {izerlerine 1ml miktarinda
ve 70% konsantrasyonunda etanol eklenerek 4 °C’de gece boyunca inkiibe edilmistir.
Sonraki giin, GFP ekspresyonu analizi akis sitometrisi ile hiicrelerdeki GFP pozitif
hiicrelerin ylizdesini Olgerek yapilmistir. Viriis titrasyonunu saptamak i¢in GFP

expresyonunu 1 ile 20 yiizdesinde bulunduran kuyular kullanilmistir.

Bu islemler sonucunda pLenti-GDNF vektoriine kodlanmis GFP proteinini

ifade eden 293T hiicreleri elde edilerek viriis titrasyonu gergeklestirilmistir.
5.4 Lentiviral Viriis Enjeksiyonu

Lenviral virlis enjeksiyonu tiim deney dizayninin ve siralamasinin ilk
basamagini olugsturmaktadir. Enjeksiyon i¢in hayvanlar anesteziye alimmistir. 25-30 g
agirhiginda 8-12 haftalik erkek Balb/c farelere 400 mg/kg olacak sekilde kloral hidrat
(Fluka, 23100 2509) anestezisi intraperitonel olarak enjekte edilmis ve fareler
anesteziye alinmistir. Anestezi altindaki farelerin oncelikle sirt bolgesindeki tiiyler
tiraglanip batikon ile dezenfekte edilmistir. Hayvanlar hemen sonrasinda stereotaksik
sabitleyiciye (World Precision Instruments) torokal vertebra seviyesi sabit tutulacak
sekilde yerlestirilmistir. Fareler dorsal median hat iizerinde disaridan el ile
gbzlemlendiginde en sivri goziiken Procesus spinosus baz alinarak deriye 2-3 cm kesik
atilarak deri altina gegis yapilmistir. Enjeksiyon yapilacak bolgeler hasar bolgesi
olacak olan bolge (T12) ortada kalacak sekilde rostralde T9 ve caudalde L2 olarak
kararlagtirilmistir. T9 vertebra seviyesinin lokalizasyonu, on {i¢iincii yiizen kostanin el
ile kontrol edilip belirlenmesinin ardindan bu kostaya karsilik gelen vertebra T13

olmak tizere bu seviyeden 4 vertebra seviyesi yukari ¢ikilarak bulunmustur.
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Ayni sekilde yiizen kostaya karsilik gelen T13 vertebrasindan 2 vertebra asagi inilerek

de L2 vertebrasinin lokalizasyonu bulunmustur.

Deri altina gecis yapilip, lokalizasyonlar belirlendikten sonra ilk olarak T9
bolgesinden sirasiyla Thoracolumbar facia, Latissimus dorsi ve Erector spinae ensize
edilmistir. Daha sonra vertebralar1 birbirine baglayan Lig. Supraspinale ve Lig.flavum
11 numaral bistiiri ucuyla dissekte edilip T9 vertebrasina laminektomi uygulanarak

medulla spinalisi ¢cevreleyen dura mater’e ulagilmistir.

Ayni asamalar ve dokular ensize edilerek L2 seviyesindeki omurilige de 1.2

vertebrasi laminektomisi ile ulagilmistir.

Enjeksiyon islemi cam mikroenjeksiyon igneleri (Hamilton) kullanilarak ve
spinal kord tlizerine dorsal spinal ven’in hem sol hem sag lateral kisimlardan yapilmak
tizere T9 seviyesi i¢in iki tarafa ve ayn1 sekilde L2 seviyesi i¢in iki tarafa olmak iizere

toplamda 4 lateral bolgeye enjeksiyon yapilmistir.

Tablo 5.4.1 Lentiviriis enjeksiyon miktarlar.

Omurilik sag lateral Omurilik sol lateral
Kontrol 2ul 2ul
GDNF 2l 2ul
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T9 L2

Resim 5.4.1. Viriis enjeksiyonu bolgeleri. (A) Virilis enjeksiyonu bolgeleri sematik,
T9: Torakal 9 L2: Lumbal 2. (B) Viriis enjeksiyonu T9 ve L2 i¢in BBG (Brilliant Blue
G) boyast ile sol ve sag lateral bolgelerini deneme asamasi (C) T9 ve L2 i¢in yapilan
gercek enjeksiyondan bir goriintii. (D) T9 bolgesinin fare omurilik atlasindaki enine

goriintiisii. (E) L2 bolgesinin fare omurilik atlasindaki enine goriintiisii (126).

GDNF ve Kontrol grup enjeksiyonlar1 sag ve sol lateral bolgelere dakikada 1
ul olacak bicimde tablo 5.4.1’de aciklandig1 miktarlarda gergeklestirilmistir.
Enjeksiyonlar sonunda laminektomi ile agilan vertebra ve insize edilen kas dokulari
omurilige zarar vermeyecek sekilde dikkatlice kapatilmistir. Enjeksiyon bdlgeleri ve
enjeksiyonun nasil yapildig1 sekil 5.4.1°de gosterildigi bicimdedir. i¢ kissmda dokular
vikril iplik (W9561, Ethicon) ile deri ise 5.0 ipek iplik (S2160, Dogsan) ile dikilmistir.
Enjeksiyon sonrasinda hayvanlar 1siticili battaniye (yaklasik olarak 37°C sicakligina
ayarlanmig) tlizerindeki kafeslere alinmistir ve uyanana kadar gézlemlenmislerdir.
Hayvanlar uyandiktan sonra besin ve sularina rahat erisebilmeleri amaciyla kafesleri,

kafes altlig1 fazla olan ve uzanma mesafesi uzun olan suluklar kafeslere alinmiglardir.
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5.5. Spinal Kord Hasar Modeli

Spinal kord hasar1 lentiviral virlis enjeksiyonunu takiben 12 giin sonra
yapilmustir. Spinal kord yar1 kesik modeli i¢in 25-30 g agirliginda 8-12 haftalik erkek
Balb/c farelere 400 mg/kg olacak sekilde %7 kloral hidrat (Fluka 23100) ¢ozeltisi
intraperitonel olarak enjekte edilmis ve fareler anesteziye alinmistir. Anestezi altindaki
farelerin oncelikle sirt bolgesindeki tiiyler tiraglanip batikon ile dezenfekte edilmistir.
Hayvanlar hemen sonrasinda stereotaksik sabitleyiciye (World Precision Instruments)
torokal vertebra seviyesi sabit tutulacak sekilde yerlestirilmistir. Fareler dorsal median
hat lizerinde disaridan el ile gozlemlendiginde en sivri gdziikken Procesus spinosus baz

alinarak deriye 2-3 cm kesik atilarak deri altina gegis yapilmustir.

Resim 5.5.1. Omurilik Torakal 12 bdlgesinin belirlenme yontemi. (A) Vertebra ve
Torakal ve Lumbal smir1. (B) 13. Kosta ve T13 hizasi.

Tim farelerde hasar Torakal 12 (T12) vertebra seviyesinde olusturulmustur.
T12 vertebra seviyesinin lokalizasyonu, on {igiincii yiizen kostanin el ile kontrol edilip
belirlenmesinin ardindan bu kostanin bagl oldugu vertebra T13 olmak iizere bu
seviyeden 1 vertebra seviyesi yukari ¢ikilarak bulunmustur (Sekil 5.5.1.). Deri altina
gecisi takiben M. Trapezius tendonlarmin birbirine yaklastiklari noktadan sirasiyla

Thoracolumbar facia, Latissimus dorsi ve Erector spinae ensize edilmistir.
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Daha sonra vertebralari birbirine baglayan Lig. Supraspinale ve Lig.flavum 11
numarali bistiiri ucuyla dissekte edilip T12 vertebrasina laminektomi uygulanarak
medulla spinalisi ¢evreleyen dura matere ulasilmistir. T12 seviyesinde hasar
omuriligin sag kismina ve dorsal spinal venin hemen altindan baslayacak sekilde 26G

insiilin enjektor ignesi (Hayat Tibbi Aletler A.S.) ile gerceklestirilmistir (Sekil 5.5.2.).

Hasar verildikten hemen sonra ensize edilmis kaslar omuriligin iizerini
kaplayacak sekilde kapatilarak vikril iplik (W9561, Ethicon) ile i¢ kisimlar ve 5.0 ipek
iplik (S2160, Dogsan) ile de deri dikilmistir. Operasyon sonrasinda hayvanlar 1siticili
battaniye (yaklasik olarak 37°C sicakligina ayarlanmis) iizerindeki kafeslere alinmistir
ve uyanana kadar gézlemlenmislerdir. Hayvanlar uyandiktan sonra kafesleri, besin ve
sularia rahat uzanabilmeleri amaciyla, kafes altlig1 fazla ve uzanma mesafesi uzun

olan suluklar i¢eren kafeslere alinmiglardir.
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1T12

Resim 5.5.2. Omurilik hasar1 yar1 kesi modeli. (A) Omurilik hasarinin yapildigi
bolgenin sematik olarak gosterilisi. (B) Omurilik hasarinin yapildigi bodlgenin
hayvanda gosterilisi. (C) Fare vertebrasinda kemiklerinin dizilisi ve T12 bolgesinin

gosterilisi (127, 128). (D) Omurilik yar1 kesi modeli yapilma sekli.
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5.6. Davrams Deneyleri

Bu tez kapsaminda gergeklestirilen tiim davranis deneyleri Istanbul Medipol
Universitesi  biinyesinde bulunan Medipol Universitesi Tibbi Arastirmalar
Merkezi'nde (MEDITAM) gerceklestirilmisti. MEDITAM’ da bulunan davranis
odalarinin tamami davranig deneyleri i¢in uygun 1sik, sicaklik ve ses yalitimina
sahiptir. Davranis deneyleri yapilacak olan fareler test baglangicindan itibaren en az

30 dakika 6ncesinden davranis odalarina getirilerek ortama alismalart saglanmistir.
5.6.1. Acik Alan Testi

Acik alan testi farelere hem hasar 6ncesinde hem de hasar sonrasi 3., 14., 28.
ve 42. giinlerde uygulanmistir. Bu test farelerin spontan motor aktivitelerinin ve
alandaki arastirma benzeri davranislarinin degerlendirildigi bir metottur. Bu test i¢in
gelistirilmis ve icerisinde test aparatlarinin oldugu davranis deneyleri i¢in uygun bir
odada ve sessiz ortam kosullarinda yapilmaktadir. Farelerin, 150 cm ¢apinda ve 35 cm
yiiksekliginde ucu kapali bir silindirden olusan bir alanda 10 dakika boyunca
hareketleri gézlemlenerek kamera ile kayit altinda tutulmustur. Kameraya bagl bir
bilgisayar ile Anymaze (ANY-maze Behavioural tracking software) programi
kullanilarak silindir sanal olarak 3 bdlgeye ayrilmis ve farelerin hem bu bolgelere giris
¢ikis siireleri ile birlikte bu bolgelerde gegirdikleri siireler hesaplanmigtir. Operasyon
Oncesi ve operasyon sonrasi 3., 14., 28. ve 48. giinlerde elde edilen veriler gruplar

arasinda karsilagtirmali olarak analiz edilmistir.
5.6.2. Basso Lokomotor Testi (Basso Mouse Scale)

BBB skorlamasi, Basso ve arkadaslar1 Beatti, Bresnahan (BBB) ile birlikte
omurilik hasarin1 takiben arka ekstremite motor fonksiyonlarinda koordinasyon
bozukluklar1 olusmasindan sonra girilen iyilesme fazinda farenin motor
fonksiyonlarinda adim adim gelisen iyilesmeyi skorlayan bir yontemdir. BBB
skorlamas1 ilk olarak si¢anlarda uygulanmis bir davramis deneyidir, daha sonra

farelerde de denenmistir.

Fakat BBB skorlamasi farelerin motor fonksiyonlarindaki iyilesme siirecini kusursuz
olarak yansitmadig i¢cin Basso ve arkadaslari spesifik olarak fareler i¢in olan bir Basso

fare skalasi (Basso mice scale, BMS) hazirlamiglardir (129).
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Basso lokomotor testi bu Basso fare skalasini kullanarak yapilan bir motor hareket

skorlama testidir. Bu testte farenin arka ekstremitesinde goriilen koordinasyon

bozukluklar1 nedeniyle olusan sag arka ayak bileginin motor hareketleri yaklasik

olarak 4 dakika boyunca gézlemlenmistir. Burada, ylirlime esnasinda ¢alisan eklemler,

hareketin koordinasyon diizeyi ve ayak tabani pozisyonu gibi (Tablo 5.6.2.)

degiskenler goz oniinde bulundurularak farelerin iyilesme evrelerine gore 0 ile 9 arasi

degerler verilerek bir skorlama yapilmstir.

Bu degerlerin detayli olarak agiklamalari asagidaki tabloda belirtilmistir (Tablo

5.6.2.). Farelerde hasar oncesindeki skorlama degeri tiim farelerde 9 olarak kabul

edilmistir. Hasar sonras1 1., 2., 3., 14., 28. ve 42. giinlerde yukarida agiklanan Basso

fare skalast (BMS) referans alinarak farelerin arka ayak motor hareketleri iki ayri

gbzlemci tarafindan incelenip tarafsiz bir bigimde skorlanmustir.

Tablo 5.6.2. Basso skorlamasi degerler ve anlamlari

Skor Motor Hareketler
0 Ayak bileginde higbir hareket goriilmedigi durumdur
1 Ayak bileginde biraz hareket gozlemlendigi durumdur
2 Ayak bileginde kapsamli hareketin gozlemlendigi durumdur
3 Agirlik destekli, desteksiz bir sekilde yapilan plantar adim veya
nadir atilan dorsal adim atma durumudur
4 Nadiren atilan plantar adim atma durumudur
Koordinasyonsuz veya biraz koordinasyonlu bir sekilde sik atilan
5 plantar adim durumudur. Adimlarin kalkis ve iniste rotasyon
gozlemlenmektedir
Sik olarak atilan biraz koordinasyonlu plantar adim ve adimlarin
6 kalkis, iniste paralel durmasi durumudur veya sik olarak atilan
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oldukca koordinasyonlu plantar adim ve adimlarin kalkis, iniste

rotasyon yapmasi durumudur

Sik olarak atilan olduk¢a koordinasyonlu plantar adim ve adimlarin
kalkista paralel, iniste rotasyon yapmasi durumudur veya sik olarak
atilan oldukc¢a koordinasyonlu plantar adim ve adimlarin kalkista
paralel, iniste ise govdede goOzlenen siddetli stabil olamama

durumudur

Sik olarak atilan oldukc¢a koordinasyonlu plantar adim ve adimlarin
kalkista paralel, iniste govdede goézlenen hafif stabil olamama
durumudur veya sik olarak atilan olduk¢a koordinasyonlu plantar
adim ve adimlarin kalkista paralel, iniste govdede gdzlenen normal
stabil olma ve kuyrugun yukarida, asagida veya sadece asagida

durmasi durumudur

Sik olarak atilan oldukc¢a koordinasyonlu plantar adim ve adimlarin
kalkista paralel, iniste govdede gozlenen normal stabil olma ve

kuyrugun her zaman yukarida durmasi durumudur

5.6.3. Merdivende yiiriime testi

Merdivende yiiriime testi ile 6n ve/veya arka ayaklarda spinal kord hasar ile
kaybolan motor koordinasyonun farelerin yiirime becerilerine olan etkisi
Olciilmektedir. Fareleri merdivende yiiriitme amaci ile hazirlanmig diizenek 69,5 cm
uzunlugunda ve 15 cm boyunda iki pleksiglas levhaya 0,2 cm capinda 0,5 cm
araliklarla delikler acilarak ve bu deliklerden metal c¢ubuklar gegcirilerek

olusturulmustur (Sekil 5.6.3.).

Bu merdiven yapidaki diizenek igerisinden farenin rahatlikla gegebilecegi ancak geri

donemeyecegi bicimde olmak tizere 3-4 cm genisliginde tutulmustur.
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Diizenek iki u¢ noktasindan destekler dikilerek yerden 30 cm olacak sekilde
yiikseltilmistir. Burada, farelerin uyarilip yiirlimesini baglatmak amaciyla diizenege
giris yaptiklar1 bolgeye sabit olarak parlak (sar1 1s1k) 151k ile aydinlatilmis ve ¢ikis
yaptiklar1 bolgeye de kendi kafesleri ve kafeslerinin tizerine iglo evleri (hali hazirda

kendi kafeslerinin i¢inde bulunan ve i¢lerinde yasadiklart) konulmustur.

Resim 5.6.3. Merdivende yiiriime testi. (A) Merdivende yiiriime aparati. l: pleksilerin
eni, h: pleksilerin yiiksekligi w: iki pleksi aras1 genislik. (B) Merdivende yiiriime

testinde hayvan varken 6rnek goriintii.

Bu diizenlemenin amaci farelerin merdiven iizerinde hizli ve duraksamadan
yiirlimelerini saglamaktir. Omurilik hasar1t modelinde gosterilen ve davranis deneyleri
giinlerinden (taban deger dahil) giiniinden O6nce yer alan davranig egitim boliimiinde
Merdiven yiirlime testinin egitimi ilk giin 6grenme ve devam eden iki giin egitim

olacak sekilde ii¢ giin boyunca yapilmistir.

Burada, ilk etapta yer alan 6grenme stirecinde farelerin sadece gezinerek ve koklayarak

diizenegi tanimalar1 ve bitis alaninda konumlanan iglo evi fark etmeleri saglanmustir.
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Devam eden iki giinliik egitim evresinde ise giris bolgesinden birakilan farelerin

duraksamadan yiiriiyerek bitis ucundaki iglo evlerine ulagsmalart saglanmistir.

Taban deger davranis deneyi giiniinde fareler yine aciklanan kosullar saglanmis
bicimde yiiriime alanina birakilarak yiiriimeleri yiiksek hizli kamera (Gopro Hero 2)
ile kayit altina alinmustir. Ayni1 sekilde bu test 3., 14., 28. ve 42., glinlerde de kayit
altina alinmistir. Daha sonra tiim bu kayit altina alinan goriintiiler izlenerek hasardan
sonraki siiregte yapilan hatali adim sayilar1 hesaplanmistir ve bu hesaplar baseline
verileri ile kiyaslanmustir. Ugiincii giin omurilikte olusan sok sebebiyle arka ayakta
adim goriilmeyip sadece basamaklar arasinda ayak siiriimeden dolay1 dogru adim

yiizdesi %0 olarak alinmistir.

Atilan yanlis adim sayisin1 dogru adim sayisina oranlamada kullanilan formiil

su sekildedir;

Atilan dogru adim sayist x 100

Dog d lizdesi % =
ogru adim sayist yizdest % Atilan toplam adim sayist

5.6.4. Arka Ayak Acis1 Testi

Omurilik  hasar1  sonrasinda  farelerin  adimlarinda  bozulmalar
gozlemlenmektedir. Ozellikle arka ektremitede arka ayaklarda retraksiyon ve
protaksiyon mesafesinin degismesi ile yiirime motor koordinasyonunda bozulmalar
meydana gelir. Farelerde arka ayaklarda adim atma sirasinda hiperabdiiksiyon
meydana gelir ve ayagin yerden temasi kesilip diger adim i¢in uzanmadan hemen 6nce
arka ayak sagital viicut eksenine yaklasarak ekstansiyon yapma egilimi gosterir.
Burada, Kinematik Analiz testi ile sag arka ayagin sagital viicut eksenine olan rotasyon
acis1 Olclilmek amaciyla bir diizenek olusturulmustur. Bu diizenek iki adet 69,5 cm
uzunlugunda pleksiglasin altta 5 cm genisliginde bir koridor olusturacak sekilde

birlestirilmesinden olusmaktadir.
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Resim 5.6.4. Ayak Agis1 Testi. (A) Ayak acisi testinde hayvanlarin ne sekilde
gozlemlendigini gosteren goriintii. (B) (C) Hayvanlarin arka ekstremite ayak

acilarindan 6rnek goriintiiler.

Fareler bu diizenegin i¢ine bir ucundan birakilarak yiirtimeleri lateral ve dorsal
bolgeler goziikecek sekilde yiliksek ¢oziintirliik ve yiiksek hizla ¢ekim yapabilen
(Gopro Hero 2) iki kamera yardim ile kayit altina alinmistir. Daha sonra ¢ekilen bu
goriintiiler agir cekimde incelenerek tiim farelerin arka sag ayaginin tam yerden temasi
kesilmeden hemen 6nce goriintiileri alinmistir. Arka ayak agis1, bu goriintiilerin sagital
viicut eksenine yaptigr a¢1 viicut eksenine bir dogru cizilerek ve sonra pelvisten
baslaylp parmak ucuna bir dogru cizilip bu iki dogru arasindaki ag¢i oOlgiilerek
bulunmustur. Adimlardaki fleksiyon yapan ayagin acisina bagli bozulmalar sadece
spinal kord hasar1 gecirmis hayvanlarda gozlemleneceginden bu test i¢in bir taban
deger verisi bulunmamaktadir. Tim davranis deneyi giinlerinde (3.,14., 28. ve 42.)

yapilan a¢1 6lgiimlerindeki degisimi 3. giin ac1 6l¢iimlerine gére yorumlanmaistir.
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5.7. Traser Enjeksiyonu

Traser enjeksiyonu lentiviral enjeksiyonuna benzer olarak laminektomi ile
omurilige yapilmaktadir. Bu enjeksiyonun amaci GDNF viriis enjeksiyonundan sonra
olusabilecek aksonal rejenerasyon ve aksonlardaki kollateral dallanma miktarin

anterograt ve retrograt olarak taginan bir traser madde yardimiyla dlgmektir.

Hem anterograt hem de retrograt 6zelligi gosteren biyotinlenmis dekstran amin
(BDA) maddesi farelere traser madde olarak enjekte edilmistir (130). Spinal kord yar1
kesik modeli i¢in 25-30 g agirliginda 8-12 haftalik erkek Balb/c farelere 400 mg/kg
olacak sekilde %7 kloral hidrat (Fluka 23100 250 gr) ¢ozeltisi intraperitonel olarak
enjekte edilmis ve fareler anesteziye alinmistir. Anestezi altindaki farelerin dncelikle
sirt bolgesindeki tiiyler tiraglanip batikon ile dezenfekte edilmistir. Hayvanlar hemen
sonrasinda stereotaksik sabitleyiciye (World Precision Instruments) torokal vertebra
seviyesi sabit tutulacak sekilde yerlestirilmistir. BDA traser enjeksiyonunda farelere
dorsalden erisim saglanip laminektomi yapilarak kaudal bolgede Lumbal 4 bolgesi
civarinda dorsal venin solu ve sagindan olmak iizere iki bolgeye enjeksiyon
gerceklestirilmistir. Enjeksiyon islemi cam mikroenjeksiyon igneleri (Hamilton)
kullanilarak ve omurilik {izerine dorsal spinal ven’in hem sol hem sag lateral

kisimlardan 1’er pl, totalde 2pul/hayvan olacak sekilde yapilmustir.
5.8. Elektrofizyolojik olciim

Deney dizayn1 seklinde (Sekil 5.2.1.) gosterildigi gibi Traser enjeksiyonu 43.
giinde yapildiktan 14 giin sonra (57. giinde) fareler 6nce elektromyografi (EMG) kaydi
yapilip sonrasinda sakrifikasyon islemi gerceklestirilmistir. EMG kaydi alinarak sinyal
iletiminin efektor organa ulagmasi ve hasar sonrasinda aksonlarin yeni sinapslar
yaparak fonksiyonel bir iyilesme ger¢eklestirmesi gozlemlenmistir. Fareler 57. Giinde
sakrifikasyon Oncesinde fareler 400 mg/kg olacak sekilde %7 kloral hidrat (Fluka
23100 250 gr) ¢ozeltisi intraperitonel olarak enjekte edilmis ve fareler anesteziye

alinmistir (Boliim 5.4.).
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Resim 5.7.1 Elektromyografi kayit an1 goriintiisii.

Oncelikle fareler dorsal kisimlari islem gérecek sekilde diiz bir zemine
sabitlenmistir ve vertebralarin intervertebral foramenine uyarict igne uglu elektrot
yerlestirilmistir. Daha sonra fareler sag arka ayagin derisi tiiyden arindirilmak iizere
tiragslanmistir ve kas dokusuna zarar vermemek iizere deri kesilmistir. Burada, pozitif
ve negatif igne elektrotlart m. gastrocnemius kasina yerlestirilmistir. EMG
diizenegindeki stimiilator paneli 2V uyari siddeti, 0.2 Hz frekansinda sabit akimli ve10
tekrar olacak sekilde ayarlanmistir. Kayitlar diizenege bagli olan bilgisayardaki
PowerLab (ADInstruments, PowerLab 16/35) ile alinmistir. Daha sonra uyarinin kasa
ulagmasi ve kasin kasilmasi siirelerindeki gecikmeyi 6lgmek icin alinan bu kayitlarda
uyar1 artifakti/gliriiltii sonras1 gelen en biiylik ilk ve ikinci 19 pozitif veya negatif
dalganin arasinda gecen gecikme siiresi Olgiilmiistiir. Bu sekilde motor ve duyu
tepkisel potansiyellerinin EMG uygulanarak Olciimiiyle kortikospinal yolak ve

spinotalamik yolak elektrofizyolojik olarak degerlendirilmistir.
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5.9. Omurilik izolasyonu

EMG kaydi alindiktan hemen sonra (hasar sonras1 57. Giinde) fareler anestezi
altindayken serum fizyolojik ile kardiyak perflizyon islemi yapilmistir. Perflizyon
islemini takiben %4’liik paraformaldehit (PFA; 158127 -500G, Sigma-Aldrich) ile
fiksasyon yapilmistir.

Omurilikler ulasilabilen en torakal ve en lumbal kisimlardan ¢ikartilmistir.
Cikartilan omurilikler oncelikle 4 °C’de 2 saat %4’lilk PFA ¢ozeltisinde inkiibe
edilmis ve sonrasinda ise yine 4 °C’de %30’luk siikroz (800-081-LG, Multicell)

¢Ozeltisinde tiim omurilikler dibe ¢okene kadar bekletilmistir.
5.10. Omurilik orneklerinin dondurulmasi ve kesitlerinin alinmasi

Yiizde otuzluk siikroz ¢ozeltisinde ¢oken omurilikler mikroskop (Carl Zeiss
Meditec AG S100/ OPMI p100) altina alinmustir ve yari kesili hasar bolgesi mikroskop

altinda bulunmustur.

Omurilikler T 12 hasar bolgesi merkezde kalacak sekilde her biri yaklasik birer

cm olan ti¢ esit parcaya boliinmiistiir.

1’ b

A \ B
NP ;
8 i 8 )
! ' . 2
Resim 5.8.1. Omurilik izolasyonu. (A) Omurilik izole edildikten sonraki goriintiisii.

(B) Omurilik dondurulmadan 6nceki {i¢ ayr1 boliime ayrilmig goriintiisii.

Bu bolgeler torakal, hasar ve lumbal olmak iizere ii¢ isimde adlandirilma
yapilarak ayr1 ayri doku dondurma soliisyonu (tissue freezing medium; Leica

14020108926-125 ml) igerisine gomiilerek ayr1 ayr1 dondurulmustur.
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Burada, 15’lik enjektorler silindir seklinde 1-2’ser cm lik kesilerek igerlerinde
dondurma soliisyonuna gomiilmiis olarak omurilik dokulari dondurulmustur.

Dondurulan 6rnekler -20 °C ‘de saklanmustir.

Kryostat (Leica CM 1950) kesitlerinin alinmasi igin izole edilen 6rnekler teker
teker yapilmak iizere -20 °C’den alinarak kesit alma islemi gercgeklestirilmistir.
Ornekler enjektor iginde doku dondurma soliisyonuna gémiilii oldugundan éncelikle
buradan izole edilmistir. Kesitler kesit kalinlig1 50 um ve kesit gidisat yonii kaudalden
rostrale dogru olacak sekilde 40 °C’ye ayarli 1sitic1 tabla (Wisetherm hp-Lp1) tizerinde
1sitilmis olan pozitif yiiklii (Isotherm, Objecttrager) slaytlara alinmistir. Kesitler bir
slaytda 5 tane kesit olacak sekilde alinmistir. Kesitler daha sonra 30 dakika boyunca

ayni 1sitic1 tabla tizerinde {izerinde bekletilerek fikse edilmistir.

Toplam olarak her hayvandan sirasiyla lumbal, hasar ve torakal bolge olmak

lizere ii¢ bolge slaytlari boyama yapilana kadar -80 °C’de saklanmustir.
5.11. Cresyl violet Boyamasi ve Degerlendirilmesi

Spinal kord hasarinin sonucu olarak beyaz cevherdeki funikuluslarda olusacak
atrofinin Olcililmesi i¢in her hayvandan alinan torakal ve lumbal bolge kesitlerinden
2’ser tane secilerek cresyl violet boyamasi yapilmistir. Bu boyama igin, fare omurilik
atlasina baz alinarak, torakalde T8 ve lumbalde L3 bolgeleri civarinda olacak slaytlar

secilmistir.

Cresyl violet boyasi 0.5 g cresyl violet acetate ile 1.25 ml glacial asetik asit ile
karistirilip 500 ml su i¢inde kristaller ¢oziinene kadar 60°C de calkalanip PH 7.4’ e

ayarlanarak hazirlanmistir.

80 °C’den ¢ikarilan kesitler 40 dakika 45°C’ ye ayarlanmis olan etiiv igerisinde
inkiibe edilmistir. Sonrasinda, bir kere fosfat tamponlu salin (PBS) ¢ozeltisinde
calkalayici iizerinde (Heidolph unimax 1010) yikandiktan sonra 2 dakika masa
tizerinde, sonrasindaki 3 dakika boyunca g¢alkalayici iizerinde cresyl violet (C5042-
10G) boyasi ile muamele edilmistir. Kesitler cresyl violet boyama agsamasindan hemen
sonra her birine sadece batirilip ¢ikartilacak sekilde 3 ayri distile H2O serisinden

gecirilmistir.
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Bu asamay1 takiben, her birine sadece batirilip ¢ikartilacak sekilde (ayn1 bir dnceki
asama gibi) sirastyla %70, %90, %95 ve %100’liik etanol serisinden gegirilmistir.
Alkol serisinden sonra boyanin fikse olmasi i¢in kesitler, ayr1 salelerde bulunan, ilk
olarak 3 dakika ve sonra 1 dakika inkiibe edilmek iizere ksilen soliisyonuna alinmstir.
Kesitler son ksilen asamasindan sonra iizeri uygun kapatma sivisi olan Entellan

(Merck 1.07.961.0500) ve lamelle kapatilmigtir.

Gortintiileme bu kapatma isleminden minimum 2 saat sonrasinda, 1s1k
mikroskobu (Axiozoom V16, Zeiss) kullanilarak yapilmigtir. Burada goriintiilleme
islemi, lizerinde 5 kesit bulunan her slayttan en efektif olan goriintiiyli secerek ve her

slayttan bir goriintii cekerek gerceklestirilmistir.

Daha sonra her bir grup i¢in omuriligin T8 ve L3 bdlgelerinden alinan
kesitlerde zen blue programi ile hiicre sayimi ve alan dlgiimleri yapilmistir. Hiicre
sayimi olarak néron sayimi ve motor ndron sayimi hesaplanmistir. Motor néron sayimi
dorsal ventral ayrimi yapilan noktanin ventral boliimiindeki motor ndronlar1 sayarak
gergeklestirilmistir. Dorsal ventral ayrimi1 T8 ve L3 seviyelerinin fare omurilik atlas
goriintiilerinde gri cevher boynuzlarinin son buldugu lamineden yukari1 yonde her
seviye i¢in farklilik gdsteren lamineler aras1 mikron hesab1 6l¢iimii yapildiktan sonra
cizgi ¢cekerek bulunmustur. Burada, {ist kisim dorsal ve alt kisim ventral olarak kabul
edilmistir. Alan hesab1 olarak da dorsal, lateral ve ventral funikuluslarin alanlari,
dordal ve ventral alanlar, total omurilik alanlar1 Ol¢lilmiistir ve bu alanlar

kontralaterali ile karsilastirilarak atrofi degisimi incelenmistir.
5.12. BDA Boyamasi

BDA boyamasi i¢in T8 seviyesinden alinmis olan kesitler kullanilmistir. Bu
slaytlar &ncelikle etiivde 40-45 dakika siiresince 45 °C’de bekletilmistir. Ornekler
etlivden sonra sale igerisinde 1X PBS’te 5 dakika yikanmistir. PBS’ten alinan slaytlar
orneklere degmeden kurutulup 6rnegin etrafi PAP-PEN (Liquid blocker super pap
pen) ile ¢izilmistir. %10 NGS (Normal Goat Serum, Sigma, G9023) (40 pl) ve PBS-T
(360 pl) iceren bloklama soliisyonu her bir o6rnek iizerine 50 pl gelecek sekilde
eklenmistir. Daha sonra nemlendirme haznesi olusturularak 60 dakika boyunca

calkalayicida inkiibe edilmistir.
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Bloklama soliisyonundan gegen slaytlar 6rneklere degmeden kurutularak PBS-
T (388 ul), %2 NGS (8 pl) ve ikincil antikor (4 pl; 1:200 oraninda) (555 Strep-Avidin
Secondary antibody. Ref No: 52138, ThermoScientific) soliisyonu her bir 6rnege 50
ul gelecek sekilde orneklerin lizerine aktartilmistir. Nemlendirme haznesinde 90
dakika siiresince inkiibe edilmistir. Sonrasinda 1X PBS ile 4 dakika boyunca
yikanmistir ve yikanma sonunda drnekler kurutulmustur. Kurutma islemini takiben
mounting medium Fluoromount (F4680, Sigma, ABD) eklenerek slaytlar lamel
(Deckglaser 100st pcs 24x60 mm) ile kapatilir. Slaytlar bu sekilde gece boyunca
inkiibe edildikten sonra Orneklerin kurumamasi i¢in lamellerin etrafi oje ile
kapatilmigtir. Bu asamadan sonra slaytlar goriintilleme islemine hazir hale
getirilmistir. PBS yikamalari, Bloklama soliisyonu ve ikincil antikor gibi tiim
inkiibisyon iceren siiregler calkalayici iizerinde (Heidolph unimax 1010)

gergeklestirilmistir.
5.13. Western Blot Analizi

Western blot ¢calismalar1 i¢in n=3 olacak sekilde iki grup hayvan kullanilmistir.
Analizler virus enjeksiyonu yapildiktan 12 giin sonra hasardan 6nce yapilmistir.
Western blot analizi i¢in drnekler Any kD™ Mini-PROTEAN jelin (456-9036, Bio-
Rad, ABD) her bir kuyucuguna 20 pg/10 pl olacak sekilde ytiklenerek 50 V’da 5
dakika, daha sonra 100 V’da bir saat ve en son 150 V’da bir saat daha yiiriitiilmiistiir.
Ardindan Bio-Rad Transblot Turbo sistemi ve RTA Mini PVDF Transfer Kiti
kullanilarak (170-4272; Bio-Rad, ABD) jeller poliviniliden diflorit (PVDF)
membranlara transfer edilmistir. Membranlar, tris tamponlu salin-Triton-X-100 (TBS-
T) ile hazirlanmis % 5°lik yagsiz siit tozu ¢ozeltisinde (sc-2325; ChemCruz, ABD) 1
saat bloklamanin ardindan +4°C’de gece boyu bloklama soliisyonunda seyreltilen
primer antikor (GDNF, Santa Cruz sc398555 veya Beta Actin, Cell Signaling 4970)
ile inkiibasyona birakilmistir. Ertesi giin TBS-T ile 3 kere beser dakika boyunca
yikanan membranlara bloklama soliisyonunda hazirlanan sekonder antikor (Goat anti
rabbit, Santa Cruz sc31460) ilave edilmis ve membranlar oda sicakliginda 1 saat
inkiibe edilmistir. Bantlarin goriintiilenmesi i¢in deteksiyon soliisyonu (Clarity™
Western ECL Substrate, 1705060, Bio-Rad, ABD) eklenmis ve membranlar,

ChemiDoc MP (Biorad) goriintiileme sistemi kullanilarak goriintiilenmistir.
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5.14. istatistiksel Analiz

Gruplar arasindaki farkliliklarin belirlenmesi amaciyla SPSS  programi
kullanilarak istatistiksel testler yapilmistir. Gruplar arasindaki farklar t-test (Student's
t-distribution) ve F test (Repeated measures) testleri kullanilarak analiz edilmistir.
Biitiin degerler ortalama + standart hata olarak verilmis, *p<0.05 ve **p<0.01

istatistiksel anlamli olarak kabul edilmistir (131).
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6. BULGULAR

6.1 GDNF Protein Analizi

GDNF’in omurilik dokusunda ifade edildigini gosterebilmek i¢in Western blot

protein ¢aligmalar1 yapilmustir.

GDNF Protein Ekspresyonu
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Sekil 6.1.1. Omurilik dokusunda GDNF ekspresyonunun gosterilmesi (p<0.01).

Western blot analizinin sonucuna gére GDNF ekspresyonu igerisinde
GDNF’in klonlandig1 lentivektor enkejte edilen farelerde kontrol gore yiiksek ifade ile

ve istatiksel olarak anlamli bir sekilde gdzlemlenmistir.
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6.2 Elektrofizyolojik Ol¢iim

Elektrofizyolojik 6l¢iimler sonucunda sinyal iletiminin stiresi GDNF grubunda
kontrol grubuna oranla azalmistir. Degerlendirme sonrasinda iki grup arasinda

istatiksel olarak bir anlamlilik goriilmememistir.

A Elektromiyografi (EMG) ileti siiresi

0.06

0.04 '|‘

0.02

ms

Kontrol GDNF

T12

Sekil 6.2.1. Omurilik yar1 kesi hasar modeli sonrast elektromiyografi
degerlendirilmesi. (A) leti siiresi, p>0.05. (B) Omurilikte elektrotlarin yerlestirildigi
bolge (C) Pozitif ve negatif pik goriintiisii.

6.3 Omurilik Hasar1 Sonras1 Fonksiyonel Iyilesme Degerlendirmesi

Omurilik yar1 kesi modeli T12 bolgesine yapildiktan sonra fonksiyonel
iyilesme yorumunu katan tiim deneyler davranis 3., 14., 28. ve 42. giinlerde yapilan
davranis testleri ile yapilmistir. Burada, hasar 6ncesi olarak bildirilen veriler omurilik

hasarindan 6nce yapilan ilk taban (baseline) davranis verilerine referans etmektedir.
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6.3.1 Acik alan testi sonucu hareketlilik siirelerinin degerlendirilmesi

A Hareketlilik siiresi (A¢ik Alan Testi)
F (1.27)=3.171 p=0.086
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Sekil 6.3.1.1. Omurilik yar1 kesi hasar modeli sonrasi1 arka ekstremitede fonksiyon
kaybinin GDNF uygulamasi ile a¢ik alan testine gore degerlendirilmesi. (A)
Hareketlilik siiresi, p>0.05. (B) Hareketsizlik siiresi, p>0.05.

Omurilik hasar1 yar1 kesi modeli ile hayvanlarin gecirdikleri travma sonrasinda

3, 14, 28 ve 42. giinlerde agik alan testi yapilmistir.
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Acik alan testinde hareketliligi gosteren parametrelerin verdigi sonuglara bakildiginda

GDNF igeren grupta 28. ve 42. giinlerde artis oldugu tespit edilmistir. Her iki grup
(GDNF ve kontrol) taban verileri ile kiyaslandiginda GDNF grubunun hareketlilik

siiresi uzun donemde (28. ve 42. giinlerde) artis gostermektedir. Hareketlilik

bulgularini tam ters agidan degerlendiren hareketsizlik testi bulgularina goére kontrol

grubunun degerleri yiikseklik gostermistir.

6.3.2 Acik alan testinde sarf edilen hizlarin degerlendirilmesi

300 7

Operasyon Oncesine gire % dedisim

200 1

100 A

Maksimum Hiz (Acik Alan Testi)
F (1.27)=4.043 p=0.054

=} Kontrol
e GDNF
I T 1 1 T
Taban 3 14 28 2 (GUN)
davranlg

Sekil 6.1.2.1. Omurilik hasar1 sonrasinda sarf edilen maksimum hizlarin gruplara
gore degerlendirilmesi, p>0.05.

Farelerin omurilik hasar1 sonrasinda spontan motor aktivitelerini 6l¢mek igin

acik alan testinde sarf ettikleri maksimum hizlar degerlendirilmistir. Maksimum hiz

verilerine bakildiginda GDNF grubunun hiz seviyesi 28. giinde artig gostermektedir.

42. giinde iki grupta orantili bir sekilde diislis gozlemlenmektedir.
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6.3.3. Acik alan testinde kat edilen mesafenin degerlendirilmesi

Katedilen mesafe (Acik Alan Testi)

F (1.27)=1.125 p=0.726
30 4 ~{}— Kontrol

=l GDNF

20 4

10 4

Katedilen toplam mesafe (metre)

Taban 3 14 28 42 (GUN)
davrani$

Sekil 6.3.3.1. Omurilik hasar1 sonrasi katedilen mesafenin degerlendirilmesi, p>0.05.

Farelerin omurilik hasar1 sonrasinda kat ettikleri mesafe hasar 6ncesi verileri
ile kiyaslandiginda sadece 28. giinde GDNF grubunda artis gézlemlenmistir. Uzun
donemde 42. giine bakildiginda ise GDNF ve kontrol grubunun kat ettigi mesafe

degerleri birbirine olduk¢a yakin gézlemlenmektedir.
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6.3.4 Acik alan testi ile anksiyetenin olciilmesi

A Kenarda gegirilen zaman (Ac¢lk Alan Testi)
F (1.27)=0.776 p=0.386
450 -

300 4

150
_u__ Kontrol

I GDNF

Kenarda gecirilen toplam zaman (sn)

0 T ! I 1 1

Taban 3 14 28 2 (GUN)
davranlg

B 42, giin kenarda gecirilen zaman

450 1 ~|r

300 A

150 7

Kenarda gecirilen toplam zaman (sn)

Kontrol GDNF

Sekil 6.3.4.1. Omurilik hasar1 sonras1 kenar bolgesinde gegirilen zamanin
degerlendirilmesi. (A) Hasar dncesi ile sonrasi verileri igeren kenarda gegirilen zaman
grafigi, p>0.05. (B) Uzun donem, 42. giinde kenar bolgesinde gegirilen zamanin

gruplara gore karsilastirilmasi, p>0.05.

Omurilik hasarindan sonra yapilan agik alan davranis testinde anksiyete
seviyelerini anlayabilmek icin iki grupta da kenarlarda ge¢irdigi siireler

hesaplanmustir.
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Hasar oncesi siiresi ve hasar sonrasindaki siirelerde (3, 14, 28, 42. giin) kenar alanda
gecirdikleri siireler Sekil 6.1.4.’de gosterildigi gibidir. Bu stireler hasar dncesi veriler
ile kiyaslandiginda kontrol grubunun kenarda ge¢irdigi siirenin daha fazla oldugu
saptanmugtir. Ozellikle 42. giinde uzun dénemde bakildiginda GDNF uygulamasi

iceren grubunun kenarda gegirdigi silirenin azaldig1 gézlemlenmistir.

6.3.5. Omurilik hasar sonrasinda gerceklesen motor koordinasyon kaybinin

zamana bagh olarak degerlendirilmesi

Basso Motor Skorlama

12+ F (1.27)=3.128 p=0.088
e} Kontrol
—fl— GDNF
8 -
2
7
4
*®
Taban 1 2 3 14 28 42
davranis

Sekil 6.3.5.1. Basso motor skorlarina uygun olarak motor koordinasyonu

degerlendirmesi, 3. giin p<0.05.

Farelerde omurilik hasar1 dncesi skor degerini 9 kabul etmek ile birlikte, sonrasinda
1.,2., 3., 14., 28. ve 42. giinlerde yapilan skor degerleri sonucunda 3. Giinden itibaren
28. Giine kadar motor kabiliyetlerin iki grupta da arttig1 fakat GDNF tedavisi igeren

grupta bu artigin kontrol grubundan fazla bir 6l¢lide olmadig1 saptanmustir.

58



Spesifik olarak 42. giine bakildiginda ise motor koordinasyonlarin GDNF igeren

grubun kontrol grubundan diisiik bir oranda yiiksek oldugu saptanmuistir.

6.3.6 Omurilik hasar1 sonrasinda yiiriime becerilerinin zamani bagh olarak geri

kazaniminin degerlendirilmesi

Merdivende Yiiriime Testi
F (1.16)=2.312 p=0.148

21 - —ﬂ-—- Kontrol

—}— GDNF
$ 14 4
E
=
<
=
D
S 74
=
0 T T 1 1
3. giin 14. giin 28. giin 42. giin

Sekil 6.3.6.1. Merdivende yiiriime testi, p>0.05.

Omurilik hasar1 sonrasinda 3., 14., 28. ve 42. giinlerde fareler merdivende
yilirlime aparatinda ylriitilmiistiir. Merdivende yiiriime testi arka ayaklarda omurilik
hasar1 ile kaybolan motor koordinasyonun farelerin yiiriime becerilerine olan etkisini
Olemek i¢in gergeklestirilir. Zamana bagl olarak hazirlanan grafikte (Sekil 6.1.6.1.)
GDNF uygulamasi igeren grubun motor koordinasyonlarinin takibi uzun dénem

icerisinde fonksiyonel iyilesmeyi destekleyen veriler gostermektedir.
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Ozellikle 42. giinde GDNF grubunun yiiriime becerileri kontrol grubuna kiyasla
yiikselis gostermektedir.

6.3.7. Omurilik hasar1 sonrasi ayak a¢isim1 motor becerilerine olan etkisinin

olciilmesi

Arka Ayak Ekstansiyon Aclsl
F (1.22)=2.828 p=0.107
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Sekil 6.3.7.1. Arka ayakta adim atilirken yapilan retraksiyon ve protaksiyon

mesafesinin mediyan orta ¢izgi ile yaptigi aginin degerlendirilmesi, 42. giin p<0.01.

Ayak acis1 testinde farelerde arka ekstremitede arka ayaklarda retraksiyon ve
protraksiyon mesafesinin degismesinin mediyan orta hat ile yaptig1 agiyr dlgmek
amaciyla gergeklestirilmistir. Burada mediyan orta hat ile yapilan a¢1 mesafesi
fazlalagtikca attig1 adimin motor koordinasyonuna katkisina da dogru orantili olarak

artmaktadir.
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Grafikte (Sekil 6.1.7.1.) uzun dénemde 42. giinde GDNF uygulamasi igeren grubun
acisinin kontrol grubunda daha yiiksek oldugu gozlemlenmistir. Diger bir deyisle,
GDNF igeren grup yliriime ve motor becerilerini diizgiin adim atma statiisiinde uzun

donemde arttirmistir.

6.4. Omurilik Hasar1 Sonrasi Hiicresel Sag Kalimin Degerlendirilmesi

Hiicresel sag kalimin belirlenmesi igin Cresyl violet boyamasi yapilan
kesitlerin viriis enjeksiyon bolgelerine yakin olan alanlar1 (Torakal T8 ve Lumbal L3)
151k mikroskobu ile goriintiilenmistir. Bu boliimdeki tiim grafikler, bu goriintiiler
kullanilarak her iki grup ve bu gruplarin T8 ve L3 bdlgeleri olmak iizere, zen blue
programi iizerinde kontra (saglam bolge) ve ipsi (hasarli bolge) alanlarindaki néronlar
ve motor ndronlar sayilarinin ipsi bdlgesinin kontra bdlgesine gore yilizde

hesaplamasini icermektedir.
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6.4.1. Torakal ve Lumbal alan Kesitlerinde yapilan néron sayimmin gruplara

gore degerlendirilmesi

Torakal (T8) Nioron Sayiml
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Sekil 6.4.1.1. Cresyl violet boyamasi ile torakal ve lumbal alanlardan alinan kesitlerde

hesaplanan noron sayilari. (A) Torakal T8 alanindaki ndron sayimi, p<0.05. (B)

Lumbal L3 alanindaki néron sayimi, p<0.05.
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Cresyl violet boyamasi yapilan kesitler zen blue programi kullanilarak T8 ve
L3 bolgelerinden alinan goriintiilerde GDNF ve kontrol gruplari i¢in ndron sayimlari
yapilmistir. Sekil 6.2.1.1. ipsi alanlarindaki néron sayilarinin kontra alanlarindaki
ndron sayilarina olan oranlanmis verilerini igermektedir. Bu verilere gore, GDNF
uygulamasi igeren grupta torakal ve lumbal alanlarin her ikisinde de daha fazla néron

sayisina ulasilmistir.
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6.4.2. Torakal ve Lumbal alan Kkesitlerinde yapilan motor néron sayiminin

gruplara gore degerlendirilmesi

A Torakal (T8) Motor Nioron Sayiml
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Sekil 6.4.2.1. Cresyl violet boyamasi ile torakal ve lumbal alanlardan alinan kesitlerde
hesaplanan motor ndron sayilari. (A) Torakal T8 alanindaki motor ndéron sayimi,

p<0.01. (B) Lumbal L3 alanindaki motor ndéron sayimi, p>0.05.
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Cresyl violet boyamasi sonrasinda T8 ve L3 bolgelerinden alinan kesitlerde GDNF ve

Kontrol gruplari i¢in ventral alanlardaki motor néronlar sayilarak hesaplanmustir.

Gruplar igerisinde kontra ve ipsi alanlar1 kiyaslanarak hesaplanan grafiklerde, T8 ve
L3 bolgelerinin ikisinde de motor noron sayimlart GDNF grubunda kontrol grubuna

gore Olciide fazlalik gostermektedir.
6.5. Omurilik Hasar1 Sonrasi Atrofinin Degerlendirilmesi

Omurilik hasar1 sonrasinda gruplara gore degisen atrofinin belirlenmesi igin Cresyl
violet boyamasi yapilan kesitlerin virilis enjeksiyon bdolgelerine yakin olan alanlari
(Torakal T8 ve Lumbal L3) 151k mikroskobu ile goriintiillenmistir. Bu bolimdeki tiim
grafikler, bu goriintiiler kullanilarak her iki grup ve bu gruplarin T8 ve L3 bolgeleri
olmak tizere, zen blue programi lizerinde kontra (saglam bolge) ve ipsi (hasarl bolge)
dorsal ventral alanlar, funikulus alanlar1 ve total omurilik alanlar1 6lgiimlerinin ipsi

bolgesinin kontra bdlgesine gore ylizde hesaplamasini icermektedir.

65



6.5.1. Omurilik hasar1 sonrasinda torakal ve lumbal bolge kesitlerinde atrofinin

gosterilmesi

Torakal 8 (T8)

Kontrol GDNF
KONTRA iPSi KONTRA ipsi

Lumbal 3 (1.3)

Kontrol GDNF
KONTRA iPsi KONTRA iPsi

Sekil 6.5.1.1. Cresyl violet boyamasi ile GDNF ve Kontrol gruplarindan torakal ve

lumbal alanlardan alinan kesitlerin sekilleri. Kontra: saglam bolge, ipsi: hasarli bolge.

Cresyl violet boyamasi sonrasinda GDNF ve Kontrol gruplart i¢cin T8 ve L3
bolgelerinden alinan kesitler Sekil 6.3.1.1°de gosterilmektedir. Kontra boliimleri, ipsi
ile kiyaslandiginda T8 seviyesinde kontrol grubunda hafif bir atrofi
gozlemlenmektedir, ancak bu diizeyde bir atrofi T8 seviyesinde GDNF grubunda
bulunmamaktadir. L3 seviyesinde kontrol grubunda keskin bir atrofi
gbzlenmemektedir. L3 seviyesinde GDNF grubu ile kontrol grubunda atrofi alanlar

farkliliklarina bakildiginda belirgin bir degisiklik saplanilmamistir.
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6.5.2. Torakal ve Lumbal bolgelerde dorsal-ventral alan ayrimimn

degerlendirilmesi

A B
Torakal (T8) Dorsal Alan Lumbal (L3) Dorsal Alan
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Sekil 6.5.2.1. Cresyl violet boyamasi ile torakal lumbal bolgelerden alinan kesitlerde
dorsal- ventral alan ayrimimin degerlendirilmesi. (A) T8 bolgesinde GDNF, Kontrol
gruplari i¢in dorsal alanlar, p>0.05. (B) L3 bolgesinde GDNF, Kontrol gruplar1 i¢in
dorsal alanlar, p>0.05. (C) T8 bolgesinde GDNF, Kontrol gruplari i¢in ventral alanlar,
p>0.05. (D) L3 bolgesinde GDNF, Kontrol gruplar i¢in ventral alanlar, p>0.05.

Cresyl violet boyamasi yapilan kesitler T8 ve L3 bolgelerinde fare omurilik
seviye atlas1 kullanilarak dorsal ventral ayrimi yapilmistir. GDNF ve Kontrol gruplar
icin T8 ve L3 bolgeleri icin dorsal alan ve ventral alanlar zen blue programinda
hesaplanmistir. T8 bdlgesinde dorsal ve ventral alanlar kontra ile ipsi atrofileri
kiyaslandiginda, GDNF grubunda Kontrol grubuna gore alanlarin Sl¢iimiiniin arttigi
gbzlemlenmistir. Buna karsin, L3 bolgesinde dorsal ve ventral alanlar kontra ve ipsi

atrofileri kiyaslandiginda ise GDNF grubunda alanlarda artis gézlenmemistir.

67



6.5.3. Torakal ve Lumbal bélgelerde funikulus alanlarimin degerlendirilmesi

A Torakal (T8) Dorsal Funikulus Alanlari B Lumbal (L3) Dorsal Funikulus Alanlari
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Sekil 6.5.3.1. Cresyl violet boyamasi sonrast T8 ve L3 bdlgelerinden alinan kesit
goriintiilerinde funikulus alanlarinin degerlendirilmesi. (A) T8 bolgesinde GDNF,
Kontrol gruplari i¢in dorsal funikulus alanlari, p>0.05. (B) L3 bdlgesinde GDNF,
Kontrol gruplari i¢in dorsal funikulus alanlari, p>0.05. (C) T8 bolgesinde GDNF,
Kontrol gruplar i¢in lateral funikulus alanlari, p<0.05. (D) L3 bolgesinde GDNF,
Kontrol gruplar i¢in lateral funikulus alanlari, p>0.05. (E) T8 bolgesinde GDNF,
Kontrol gruplar i¢in ventral funikulus alanlari, p>0.05. (F) L3 bolgesinde GDNF,

Kontrol gruplari i¢in ventral funikulus alanlari, p>0.05.
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Cresyl violet boyamasi sonrasinda T8 ve L3 bolgelerinden alinan kesitlerde her
bir bolge ve GDNF, Kontrol gruplart i¢in ii¢ ayr1 alan (dorsal, lateral, ventral)
Olclilmiistiir. Bu dlgiimlerde T8 bolgesinde sadece lateral funikulus alaninda GDNF
grubunun artis gosterdigi istatiksel olarak anlamli bir dl¢lide gdzlemlenmistir. Dorsal
ve ventral funikuluslarda ise GDNF grubunda artis gdstermemektedir. L3 bolgesinde
bakildiginda ise, dorsal ve ventral funikulus alanlarinda GDNF grubunda az oranda bir
artis gozlemlenmektedir. Burada, lateral funikulusta GDNF grubunda artisa

rastlanilmamustir.
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6.5.4. Torakal ve Lumbal alan kesitlerinde total omurilik alan1 degerlendirilmesi

A Torakal (T8) Total Omurilik Alani

ipsi bolgesinin alan 8lciimii (mm?)
.
tn

Kontrol GDNF

B Lumbal (L3) Total Omurilik Alani

1.6

ipsi bélgesinin alan dl¢iimii (mm?)
=}
%

Kontrol GDNF

Sekil 6.5.4.1. Cresyl violet boyamasi sonrasinda torakal ve lumbal bdlgelerden alinan
kesitlerde GDNF ve Kontrol gruplari i¢in total omurilik alan1 hesaplanmasi. (A) T8
bolgesinde total omurilik alan1 hesaplanmasi, p>0.05. (B) L3 boélgesinde total omurilik

alan1 hesaplanmasi, p>0.05.
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Total omurilik alanlarina bakildiginda T8 ve L3 bolgelerinde GDNF grubunda Kontrol

grubuna gore daha yliksek alanlar elde edilmistir.
6.6 Omurilik Hasar1 Sonras1 Aksonal Projeksiyon

Omurilik kesisi sonrast 43. giinde L4 bolgesine BDA traser enjeksiyonu
yapilarak aksonlarin lumbal bdlgeden torakal bolgeye uzamalart 6l¢iilmiistiir. Bu
6l¢iimlerin sonucunda GDNF grubunda kontrol grubuna gore ipsi bolgesindeki BDA
(+) hiicre sayilarmin istatiksel olarak anlamli bir bi¢imde daha yiiksek oldugu

saptanmustir.
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Sekil 6.6.1. BDA boyamasi sonrasinda T8 bolgesinden alinan kesitlerde Kontrol ve
GDNF gruplari i¢in total beyaz cevherde ipsi bolgesindeki BDA (+) hiicrelerin sayisi,
p<0.01.
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7. TARTISMA

Bu tezde, GDNF norotrofik faktoriiniin lentiviral vektor araciligiyla farelere
aktarilmasinin in vivo olarak olusturulan omurilik hasar1 sonrasinda; 1) hiicresel sag
kalim, 2) duyu iletim yolaklarindaki aksonal yayilma, 3) elektorofizyolojik
parametrelerdeki degisim, 4) motor aktivitelerindeki fonksiyonel iyilesme gibi
siirecler tlizerine olan etkilerinin arastirilmasi amag¢lanmistir. Bu amag ile travmatik
olarak gerceklesen omurilik hasarinin farelerde olusturabilmek i¢in yar1 kesi modeli

kullanilmistir.

Omurilik yar1 kesi hasar modelinde esas, travmatik olarak gerceklesen omurilik
hasarinin ikincil fazinda olusan mekanizmalar1 olusturmak ve bu yoniiyle klinik olarak
gerceklesen travmatik omurilik hasar1 vakalarini taklit etmektir. Bu modelde omurilik,
T12 seviyesindeki median hattan gecen damarin sag lateralinden kesilerek omurilik
dokusu bu bolgede birbirinden iiggen seklinde bir goriintii ile aynstirilir. Bu
uygulamanin amaci omurilige inen ve omurilikten ¢ikan yolaklarin arasindaki aksonal
baglantiy1 zedeleyip motor ve duyu fonksiyonlarinda islevsizlik olusturmaktir.
Omurilik hasar1 sayet bu sekilde bir hasar ile torakal bolgenin kaudal kisimlarindan
(T10-T13 arasi) olusturulmaz ise travmatik hasar taklit edilememis olup fareler
hasardan sonra 1. ve 2. giinlerde hizli bir sekilde yiiriime becerilerini normale
dondiirmektedirler. Burada, omurilik hasarinin diizeyi nérolojik hasar ile korale
edildiginde torakal (Ozellikle T10-T13) bélgeden olusturulan hasar modelinin hasari
biitiintiyle taklit ettigi kabul edilmektedir (100). Genel olarak yapilan ¢aligmalarda yar1
kesi hasar modeli olarak T10 seviyesi secilmektedir. Bunun sebebi, klinik olarak
gerceklesen travmatik omurilik hasarlarinda yaralanmalarin biiylik bir cogunlugunun
servikal bolge ve torakolumbal yani torakal bolgenin kaudalinde olusmasidir. Bunun
yani sira torakolumbal seviyede olusan hasarlar tamamlanmis hasardan ziyade
tamamlanmamis hasar kuadripilejisine yol agar. Bu senaryoda da hayvanlarda merkezi
sinir sisteminde, motor fonksiyon islevi bozukluklar1 olugur ancak hayati 6nem tasiyan
bir senaryo ger¢eklesmemektedir (132). Bunun aksine servikal bolgede gerceklesen
hasar ozellikle solunum yetmezligi sonucu oliimlere yol agmaktadir (129, 133). Bu

nedenle, bu tezde torakolumbal seviye hasar olusturulmustur.
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T10 seviyesinin yerine T12 seviyesinin se¢ilmesinin nedeni deney dizayninda viriis
enjeksiyonlarinin hasar bolgesini ortalayacak sekilde planlanmasi ve hasarin st
seviyesindeki virlis enjeksiyonu noktasinin torakoservikal bolgeye yaklagmasini
onlemektir. Ote yandan model olarak tam kesi modeli yerine yari kesi modeli
kullanilmasinin amact ise tam kesi modelinin hayvanlarin hareketlerinin kisitlanmasi
ve beslenmelerinin aksamasi gibi engellerinin bulunmasidir. Ayrica omurilik hasari
yar1 kesi modelinin T12 seviyesinde sag lateral kisimda gerceklestirilmesinin nedeni
ise sol ayagin motor becerilerini koruyarak islevi bozulan sag ayaga davranis

deneylerinde kontrol gorevi gdrmesini saglamaktir.

GDNF molekiiliiniin omurilik yar1 kesi modeli sonrast hasara ugramis
aksonlarin aldiklar1 uyariy1 efektor kasa iletimi lizerine etkisinin incelenebilmesi igin
biitiin deney gruplarindaki herbir hayvandan elektromiyografi kaydi alinmistir. Bunun
icin uyaran hasarin bulundugu T12 bolgesine gore rostral bir bolgeden gonderilmis ve
hayvanin sag arka ayaginda bulunan gastroknemius kasindan ise kayit alinmistir.
Uyarmin hasarin {ist segmentinden verilmesinin amaci, uyarinin yeni olusan sinapslar
sayesinde hasarli bolgeyi ne kadar siirede gecip kasa iletildigini inceleyebilmektir.
EMG analizinin amaci olusturulan uyari zamani ile uyarinin gastroknemius kasina
ulagmasi aras1 gegen gecikme siiresinin motor fonksiyonlarinda gerceklesen iyilesme
acisindan incelemektir. Burada, T12 bolgesinden gegen ve hasar olugsmasi ile kaybolan
beyinden omurilige inen ve hareketi kontrol eden inen yolaklardan kortikospinal
yolaklarin tekrardan iglev kazanip iletinin bacaga iletilip tepki olusturabildigini
gostermektedir (134). Literatiirde insanda yapilmis olan klinik ¢alismalarda EMG
kayitlarinin  sonuglarina bakildiginda, uyarana karsi olusturduklar1 tepki siiresi
omurilik hasar1 gegiren bireylerde normal bireylere gore daha fazla oldugu ve bu
stirenin yaklasik olarak 0.4 ms ile 0.7 ms arasinda degistigi gosterilmistir (135).
Yaptigimiz ¢alismada lentiviral yontemlerle GDNF ifadesi arttirilmis hayvanlarin

verilen uyariy1 kontrol grubuna gore daha kisa siirede kasa ilettigi goriilmiistiir.

Bu sonu¢ GDNF ifadesi arttirilmis hayvanlarin hasar bolgesinden gegen aksonlarin
kontrol grubuna nazaran daha fazla sinaps yapig kortikospinal yolaklar1 kullanarak

uyarty1 kasa ilettigi hakkinda fikir vermektedir.
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Farelerde yapilan bir ¢alismada omurilik hasari sonrasi fonksiyonel iyilesmenin
beyinden gelen aksonal projeksiyonlarin rejenerasyona ugramaksizin hasari gecerek
inen yolaklar iizerinden propriospinal baglantilar olusturmasi ile de gerceklestigini

gostermektedir (136).

Omurilik hasar1 sonrasinda zarar gormiis aksonlarda belirli bir dozda
fonksiyonel iyilesme gergeklestigi, yapilan ¢alismalarda tespit edilmistir. Bu
fonksiyonel iyilesme siirecinde hasar sonrasinda 3.-4. giinde ve sonrasinda yar1 kesinin
iistiinde ve altinda saglikli kisimda kalan propriospinal néronlar sayesinde kesi bolgesi
etrafinda yeni baglantilar kurularak beyin ile omurilik arasi iliski tekrardan
kurulabilmektedir (98, 137, 138). Ote yandan, hasar sonrasi hiicre ici gerceklesen
ikincil mekanizmalarin bir pargasi olan membran potansiyelinin bozulmasi sonucu
hiicre disina glutamat salinimi ve artan glutamat diizeyinin diger hiicrelerin
ylizeyindeki NMDA reseptorleriyle etkileserek hiicre oliimiinii tetikledigi yapilan
calismalar ile gosterilmistir (139-141).

Omurilik yar1 kesi modeli hasar1 sonrast olusan ikincil mekanizmalar {izerinde
calisarak hasarin hem hiicresel siire¢leri onarmak hem de devaminda fonksiyonel
tyilesme siirecini hizlandirmak amaciyla GDNF kullanilmigtir. Norotrofik faktorler
merkezi sinir sistemi hasarlar1 sonrasinda ortamda hasarli noronlar iizerinde etki
ederek aksonlarin islevlerini tekrar kazanmalar1 icin gerekli kimyasal olaylar
desteklemektedirler. GDNF norotrofik faktérii GDNF ailesinin bir {iyesi olmasinin
yan1 sira norodejeneratif hastaliklarda terapatik ajan olarak kullanilabilme 6zelligi ile
bilinmektedir (29, 32). Bu tezde GDNF lentiviriis vektoriin i¢erisine uygulanip dokuda
ifadesi arttirilarak farelere enjekte edilmistir. Bu enjeksiyon hasardan 12 giin 6nce
enjeksiyon yapilmistir. Literatiirde yapilan bir ¢alismada hasardan 24 saat sonra
enjekte edilen genetik olarak islenerek hiicrelere aktarilmis GDNF’ in ikincil hasar

mekanizmalarina bir etkide bulunmadigi agiklanmistir (142).

Bunun yani sira, hasardan hemen 6nce enjekte edilen GDNF senaryosunda ise ikincil
hasar olusumunda azalma goézlemlenmistir (142). Burada bu durumu etkileyen
parametrelerden biri enjekte etme zamani oldugu kadar diger faktér de GDNF’ in
islenme bi¢imidir. GDNF direkt olarak enjekte edilebildigi gibi genetik olarak dokuda
islenerek de enjekte edilebilir (143).
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Bu tezde lentivirtis ile paketlenen GDNF’ in hasardan 12 giin 6nce verilmesinin nedeni
yapilan diger aragtirmalarin 1s181yla, lentiviriisiin konak fare metabolizmasinda GDNF
ifadesini arttirarak fareyi hasar olmadan belirli bir ndrotrofik faktdr seviyesine

ulastirmaktir.

Bu sebepler bir biitlin olarak bu tezde omurilik hasarmin yar1 kesi modeli
kullanilarak T12 seviyesinden ve viriis enjeksiyonlarinin ise GDNF noérotrofik
faktoriiniin lentiviriis uygulamasi ile birlikte T9 ve L2 seviyelerinden olusturulmasi ile

gergeklestirilmistir.

Fonksiyonel iyilesme acik alan davranis testi, basso motor skorlamasi,
merdivende yiirlime testi ve arka ayak acisi testi ile degerlendirilmistir. Bu testler
omurilik hasarindan sonra 3. 14. 28. ve 42. giinlerde gergeklestirilmistir ve her birinin

fonksiyonel iyilesmeyi analiz etme yontemi farkliliklar gostermektedir.

Acik alan testi farelerin spontan motor hareketlerini belirli bir siire igerisinde
cesitli parametreler ile Ol¢lip degerlendirmeyi amaglamaktadir. Ag¢ik alan davranig
testinin ilki taban davranis (baseline) olarak hasardan 6nce yapilmaktadir ve diger
giinlerde yapilan acik alan testleri bu taban davranis testi ile kiyaslanarak grafiklere
anlam yiiklenmektedir. Ac¢ik alan testi parametrelerinden hareketlilik stiresinde,
farelerin acik alan igerisinde belirli bir siirede hareketli ge¢irdigi zamanlarin taban
davranis verilerine gore yiizdeleri hesaplanmistir. Bu testin sonucunda elde edilen
grafik, farelerin hasardan dnce taban davranis ve hasardan sonra 3., 14., 28. ve 42.
giinlerde hareketli gegirdikleri siirelerin  GDNF ve Kontrol gruplarmma gore
farkliliklarin1 gostermektedir. Yaptigimiz calismada, agik alan testi ile farelerin
hareketlilik siirelerine omurilik hasar1 sonrasinda 3., 14., 28. ve 42. giinlerde
bakildiginda hareketlilik GDNF grubunda Kontrol grubuna goére uzun dénemde (28.
ve 42. giinler) artig gostermektedir. Bu durumda, GDNF tedavisi géren hayvanlarin
mobiliteleri artarken, buna bagh olarak Kontrol grubunda ise uzun doénemde

hareketsizligin GDNF’ e gore daha fazla oldugu gézlemlenmistir (Sekil 6.3.1.1.).

Bu veriler fonksiyonel geri kazanim olarak biitiiniiyle degerlendirildiginde, omurilikte
olusturulan hasar sonrasi arka ayakta meydana gelen koordinasyon bozuklugunun
uzun donemde diizelerek hayvanlarin hareket edebilme becerilerini hasarsiz olan sol

arka ayak gibi normale dondiiriip hareketlilik stirelerini arttirmistir.
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Acik alan testi parametrelerinden biri olan maksimum hiz verileri ile farelerin
belirli bir siirede agik alan sisteminde sarf ettikleri maksimum hizlar dl¢iilmiistiir. Bu
Ol¢timlerin sonucu farelerin hasardan once taban davranis ve hasardan sonra 3., 14.,
28. ve 42. giinlerde sarf ettikleri maksimum hiz miktarlarinin GDNF ve Kontrol
gruplaria gore gosterdigi degisikligi gostermektedir. Yapilan ¢alismada, hayvanlarin
acitk alan testinde belirli bir siire igerisinde sarf etikleri maksimum hizlara
bakildiginda, GDNF grubunun uzun dénemde 28. giinde en yiiksek hizi sarf ettikleri
gbzlemlenmektedir. Kontrol grubunun ise 28. ve 42. glinlerde maksimum hiz degerleri
GDNF grubuna gore diigiik miktardadir. GDNF ve Kontrol gruplari 28. giinden sonra
maksimum hiz degerlerini diisiirmektedir. Bu durum GDNF grubunun kontrol grubuna
gore yiiksek olmas1 yoniinden anlamli fakat 42. giinde 28. giine gore tiim gruplarda

diisiis olmasi yoniinden beklenilenin diginda gerceklesmistir.

Acik alan testinde kat edilen mesafenin ol¢liimil bu testin bir diger verisini
olusturmaktadir. Burada, farelerin acik alanda belirli bir siirede kat ettikleri mesafe
hesaplanmaktadir. Bu testin sonucunda farelerin hasardan once taban davranis ve
hasardan sonra 3., 14., 28. ve 42. giinlerde kat ettikleri mesafelerin GDNF ve Kontrol
gruplarma gore sergiledikleri farkliliklar yorumlanmaktadir. Bu sonuclara
bakildiginda (Sekil 6.1.3.1), hayvanlarin belirli bir acik alanda kat ettikleri mesafeler
karsilagtirildiginda, GDNF grubu ile Kontrol grubu arasinda istatiksel olarak herhangi
anlaml bir fark gozlemlenmemistir. Fakat, 28. giinde kontrol grubuna gore artis
gostermektedir ve bu artis 42. giinde tekrar kontrol grubunun seviyelerine inmektedir.
Burada, 28. giinde elde edilen farklilik GDNF enjeksiyonu yapilan farelerin agik
alanda daha fazla mesafe kat ederek GDNF enjeksiyonunun hasardan sonra olusan
arka ayak fonksiyon bozuklugunun iyilesmesinde pozitif yonde etki ettigi vurgusunu

olusturmaktadir.

Hayvanlarin ac¢ik alanda kat ettikleri mesafe verilerini, hayvanlarin maksimum
hiz wverileri ile birlikte yorumladigimizda ise, sarf edilen maksimum hizlar
diisiiniildiigtinde GDNF grubundaki hayvanlarin, her ne kadar hayvanlarin kat ettikleri
mesafeler uzun donemde esit gibi goziikse de daha hareketli bir bigimde mesafe

aldiklar1 géozden kagmamaktadir.
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Burada, acik alanda sarf edilen mesafe sonuglarina literatiirde diger orneklere de
bakildiginda, bu durumun sebebinin hayvanlarin belirli bir alanda hizlarini
diisiirmeyip ve hatta arttirip, sadece mesafe olarak 6l¢iisii uzak bolgelere hareket etmek
yerine daha kisith bir bolgede hareket etmeyi tercih ettikleri yoniinde oldugu

diisiiniilmektedir (144).

Acik alan testi paremetrelerinden bir digeri ise kenar bdlgede gecirilen zaman
Olciimiidiir. Bu 6l¢iimde farelerin acik alanda belirli bir siirede agik alan aparatinin
kenar bolgelerinde gegirdikleri siireler hesaplanmaktadir. Bu testin sonucunda
farelerin hasardan 6nce taban davranis ve hasardan sonra 3., 14., 28. ve 42. giinlerde
kenar bolgede gecirdikleri siirelerin GDNF ve Kontrol gruplarina gore sergiledikleri
farkliliklar yorumlayarak bu siirenin farelerin anksiyete seviyeleri ile gosterdikleri
fonksiyonel iyilesme arasindaki baglanttyr kurmak amaclanmaktadir. Yapilan
caligsmalar ile farelerde agik alan testinde kenar alanda gecirilen siire farelerin iginde
bulunduklar1 anksiyete ile dogru orantili oldugu tespit edilmistir (145, 146). Yapilan
calismada bu testin sonucunda, hayvanlarin omurilik hasari sonrasinda 3., 14., 28. ve
42. glinlerde agik alan testinin kenar bolgelerinde gecirdikleri zamanlara bakildiginda
uzun donemde 42. giinde kontrol grubunun GDNF grubuna gore kenar bolgelerde daha
fazla zaman gecirdigi gézlemlenmektedir. Bu veri, kontrol grubunun GDNF grubuna
gore olusturulan omurilik hasar1 sonrasi spinal soku daha az tolere ederek uzun dénem
42. giine gelindiginde bile hala agik alanda serbestce gezinmek yerine kenar bolgelerde

gezinerek daha yiiksek anksiyete belirtisi gosterdigi bilgisini vermektedir (147-149).

Basso motor fare skorlamasi testinin amacit omurilik hasar1 sonucunda
farelerde arka ekstremitede ayak hareketlerinin belirli bir hareket skalasi baz alinarak
motor kabiliyetlerin gelisiminin puan verilerek goézlemlenmesidir (129) . Bu testte
hasar Oncesi taban davranis yapilmaksizin skoru 9 olarak kabul edilmektedir (Tablo
5.6.2.). Bu test sonucunda farelerin hasar 6nceki skoru ve hasardan sonra 1., 2., 3., 14.,
28. ve 42. gilinlerde hesaplanan skorlarinin GDNF ve Kontrol gruplarinda olusan
farkliliklar gézlemlenmektedir. Yapilan calismada, hasar sonrasi ilk iki giin boyunca

iki grupta da motor becerilerin diizeldigini destekleyecek bir veriye ulasilmamistir.
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Omurilik hasar1 uygulanmis hayvanlarda yapilan basso motor skorlamasi, ilk iki giin
arka ayaklar1 kullanabilme becerisi ve hasarla birlikte olusan spinal soka bagli olarak
oldukca diisiiktiir [142]. Bizim ¢alismamizda da sekil 6.3.5.1.”e bakildiginda literatiirle
paralel olarak 3. ile birlikte iki grupta da skorlamada artislar baslamaktadir fakat bu
artis 3. giin (p<0,05) haricinde anlaml1 bir sekilde gézlemlenmemektedir. Uzun donem
olarak 42. giinde GDNF grubunun skoru kontrol grubuna gore artmistir. Bu veriler
sonucunda basso motor skorlamasinda GDNF’in omurilik hasar1 sonrasinda uzun
donemde etkisini gosterdigine dair bir 151k gérmiis bulunmaktayiz fakat ndrolojik

davranis testi ile bakildiginda bu bulgu anlamlilik tasimamaktadir.

Merdivende yiirlime testinin amac1 arka ayaklarda omurilik hasar1 ile kaybolan
motor koordinasyonun farelerin yiirlime becerilerine olan etkisini dlgmektir (150,
151). Bu testte fareler 2 giinliik bir siire boyunca yiiriime aparatina alistiriimaktadir ve
bu asamadan sonra taban davranig testi uygulanmaktadir. Bu uygulamanin farelerin
merdivende yliriime aparatin1 tanmiyip taban veri kayitlarinda duraksamadan
yiirlimelerini saglamaktir. Bu testin sonucunda farelerin hasardan 6nce taban davranis
ve hasardan sonra 3., 14., 28. ve 42. giinlerde sergiledikleri merdivende yiiriime
kabiliyetleri, adim atma becerileri, hesaplanarak GDNF ve Kontrol gruplari arasindaki
farkliliklar analiz edilmistir. Bu analizlere gore, uzun donem 42. giinde GDNF
grubunun merdiven aparatinda dogru attig1 adim yiizdesi kontrol grubuna goére daha
yiiksek olarak Olciilmiistiir. Bu veri, GDNF uygulamasi yapilan farelerin uzun
donemde arka sag ayaklarinda omurilik hasar1 ile kaybolan motor koordinasyonunun
geri kazanilarak yliriime becerilerini arttirdigin1 géstermektedir (151, 152). Hasar
sonrasinda analiz yapilan diger giinlere bakildiginda anlam olusturacak bir bulguya
ulagilmamistir. Bu sonug, GDNF molekiiliiniin omurilik hasar1 patofizyolojisinde
etkisini uzun donemde gosterdigine dair bilgi vermektedir. Bu durum ayni1 zamanda
ileride yapilacak calismalara da yorum katmaktadir. Soyle ki; bu ¢alismada 42. Giinde
istatistiksel olarak bir fark goriilmemistir ancak hayvanlar daha ileri bir siirede
sakrifiye edilip daha uzun bir donem davranis testleri uygulanarak GDNF’in uzun

donem etkileri incelenebilir.

Arka ayak acis1 testinin amaci farelerde arka ekstremitede ayaklarda olusan
retraksiyon ve protraksiyon mesafe degisikligini hesaplayarak bu degisikligin motor

koordinasyon aksamalarina olan etkisini analiz etmektir (152).
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Farelerde arka ekstremitede hasar olmadiginda, saglam olduklarinda, orta median
hattan daha fazla ac1 yaparak adim attiklar1 tespit edilmistir. Bu test sonucunda
farelerin hasardan sonra 3., 14., 28. ve 42. giinlerde hesaplanan arka ayak agilarinin
GDNF ve Kontrol gruplarinda olusan farkliliklar hesaplanarak bu farkliliklarin motor
koordinasyonlara etkisi analiz edilmistir. Bu analiz hasar gérmemis farelerin ayak

acilarin1 daha fazla ag1 yaparak gergeklestirdigi baz alinarak gerceklestirilmistir.

Bu analizler sonucunda, operasyondan sonra 3. giin ile 14. giin arasinda GDNF
ve Kontrol gruplar1 arasinda farelerin arka ayaklarinda olusan retraksiyon ve
protaksiyon hareketlerinin orta median hat ile yaptig1 acilarda anlamli bir farklilik
goriilmemistir (Sekil 6.3.7.1.). Ote yandan 28. giinden itibaren GDNF grubu kontrol
grubuna gore a¢1 ortalamasini arttirmistir. Ozellikle uzun donemde 42. giinde GDNF
grubunda gozle goriiliir 6l¢iide bariz bir farklilik gozlemlenmektedir. Burada, farelerde
omurilik hasar1 sonrasinda gecirilen giin sayisi arttikca adim atarken orta median hat
ile yapilan ac¢1 da arka ayak eklemlerinde olusan fonksiyonel iyilesmeler sonucu,
artmaktadir (153). Omurilik hasar1 sonrasinda, hayvana aktarim yonteminden
bagimsiz olarak, GDNF uygulamasinin yapilan diger ¢aligmalarda lokomotor geri
kazanimini arttirdig1 tespit edilmistir (14). Olusturulan omurilik hasar sag arka ayakta
fonksiyon kaybina yol acarken bu fonksiyon kaybi1 saglam olan sol ayak kontrol olarak
kullanilarak da incelenebilmektedir. Hasarla birlikte sag ayakta olusan fonksiyon
kaybinin geri kazanim, hasar sonrasinda olusan ikincil mekanizmalarin etkisinde
olarak, hasarsiz olan sol ayak gibi hareket edebilmesi uzun bir siireg ile olusmaktadir.
Bu tezde yapilan GDNF enjeksiyonu ve omurilik hasar1 sonrasinda sadece 42 giinliik
bir silirecte hayvanlar gézlemlenmistir ve 43. giinde traser verilerek sakrifikasyon
islemi yapilmistir. Dolayisiyla, ileride yapilacak olan ¢alismalarda, GDNF’ in pozitif
etkilerini daha keskin bir bigimde gérmek i¢in hayvanlar1 gozlemleme siiresi uzun

donemde 42. giinden sonrasinda da devam ettirilmesi gerekebilir.

Projenin bu boliimiinde agiklanan analizler, omurilik hasar1 sonras1 57. giinde
hayvanlar sakrifiye edildikten sonra omurilik dokularindan kesitler alinarak, bu

kesitler iizerinde gerceklestirilmistir.

Hiicresel sag kalimi Olgmek igin bu kesitlerde Cresyl violet boyamasi

yapilmistir. Aksonal uzamayi gostermek icin ise BDA immiin boyamasi yapilmistir.
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Cresyl violet boyamasinda viriis enjeksiyon bolgelerinin (T9 ve L2) rostral ve
kaudalinde olacak sekilde T8 ve L3 alanlarindan her fare icin ikiser kesit alinarak
yapilan boyama sonucunda hasarsiz olan kontra (sol) ve hasarli olan ipsi (sag)
bolgelerinde belirli dlgiimler yapilmistir. Bu 6l¢iimleri iceren grafiklerin hepsi T8 ve
L3 seviyelerinden alinan kesitlerde ipsi bolgelerini igeren alanlar incelenerek

hesaplanmistir.

Cresyl violet boyamasinin amaci igerisinde Nissl cisimcigi bulunan noéronlar
boyayarak dokuda néron sayilarinin ve biyiikliklerinin analiz edilmesini
kolaylastirmaktir. Bu boyama sonucunda ndron sayimi, motor néron sayimi, dorsal-
ventral alanlarinin 6l¢iimii, funikulus alanlarinin 6l¢iimii ve total omurilik alanlarini

Ol¢iimii hesaplanabilmektedir (154).

Omurilik hasar1 sonrasinda Cresyl violet boyamasi yapilan kesitler T8 ve L3
seviyelerinde GDNF ve Kontrol gruplari i¢in kontra ve ipsi bolgelerindeki néronlar
ZEN programu kullamilarak sayilmustir. Ipsi bélgesinde hesaplanan néron sayilari
hesaplanarak Sekil 6.4.1.1." deki grafik olusturulmustur. NoOron sayisinin
hesaplanmasi, hasar 6ncesinde enjekte edilen maddelerin enjeksiyon bélgelerine yakin
kesimlerde hasar sonrasinda ndronal sag kalima olan etkilerini, hiicre sayis1 olarak,
gostermek amaciyla yapilmaktadir. Bu testin sonucu GDNF ve Kontrol gruplarinin
hasar sonrasinda hiicresel sag kalimi pozitif veya negatif yonde etkiledigini
gostermektedir. Burada, yapilan analizde, T8 ve L3 seviyelerinin her ikisinde de
GDNF grubunun néron sayilart kontrol grubunun néron sayilarina gore istatiksel
olarak anlamli bir Olciitte (p<0.05) artis gostermektedir (Sekil 6.4.1.1.). Bu veri
hiicresel anlamda omurilik hasar1 sonrasinda farelerin omuriliklerinde hasar sonucu
olusan ndron 6liimiiniin GDNF uygulamasi olan farelerde kontrol grubu olan farelere
gore daha az oldugunu gostermektedir. Yapilan diger c¢alismalarin sonucuna
bakildiginda bu sonu¢ GDNF’ in omurilik hasarinin ikincil hasar1 azaltarak hiicresel

sag kalimi arttirict etki yaptig1 bulgusunu destekleyici yonde bulunmaktadir (143).

Noron sayimlarina benzer olarak, motor noéron sayimlar1 da T8 ve L3
seviyelerinde ipsi ve kontra kisimlarindaki motor noéronlar sayilarak hesaplanmistir.
Burada, motor noron sayilari dorsal ventral ayrimi yapilan bolgenin ventral kismindaki

alan1 200-micron iistiinde olan hiicre gruplarini sayarak hesaplanmistir.
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Motor ndron sayimi analizi GDNF ve Kontrol gruplarinda motor ndronlarinda
hasar sonrasinda olusan miktar degisikligini gostermeyi amaglamaktadir. Bu analizin
sonucu ndron sayimina ek olarak motor noronlarin miktarlarinin da gruplara gére gore
farkliliklarin1 gdstererek, yapilan GDNF uygulamasinin pozitif veya negatif etkilerini
ifade etmektedir. Yapilan analizde (Sekil 6.4.2.1.), motor néron sayilarinin T8 ve L3
seviyelerinde GDNF grubunda kontrol grubuna gore istatiksel olarak anlamli bir
sekilde (T8; p<0.01, L3; p<0.05) artis gosterdigi gézlemlenmistir. Bu sonug¢, GDNF
uygulamasinin sadece néron sag kalimini arttirmadigini, ayn1 zamanda spesifik olarak
motor ndronlarin sag kalimina da pozitif etkisi oldugunu gostermektedir. Motor
noronlar gri cevherin ventral boliimiinde bulunarak dogrudan veya dolayl olarak kas
hareketinin kontroliinde gorev yapmaktadirlar. Bir durum karsisinda hareketi
gerceklestirmek icin motor ndéronlar omurilikten g¢ikarak bilgiyi kaslara iletip hareket
olusmasina katkida bulunurlar (155). Bu bilgi goz 6niinde bulunduruldugunda, GDNF
iceren grubun motor ndron sayisinin omurilik hasar1 sonrasinda hiicre Sliimiine
ragmen kontrol grubuna gore fazla olmasit GDNF’in motor noronlar {lizerinden kas
kontroliinii arttirarak motor becerilerini ve fonksiyonel iyilesmeyi de arttirdigin1 da
gostermektedir. Bu sonu¢, GDNF’in motor néronlarin canliligini arttirdigini gosteren

diger ¢alismalar1 da destekleyici yonde bulunmaktadir (13, 32).

Omurilik hasar1 sonrasinda ipsi bolgesindeki atrofinin degerlendirilebilmesi
amaciyla, Cresyl violet boyali T8 ve L3 seviye kesitlerinde gri ve beyaz cevherde
cesitli bolgelerin alanlart hesaplanmustir. Sekil 6.5.1.1. GDNF ve Kontrol gruplarinin
T8 ve L3 seviyelerindeki Cresyl violet boyamasi resimlerini gostermektedir. Bu sekil
atrofi alan hesaplarmin uygulandigi sekillere referans olmasi i¢in yapilmistir ve
herhangi bir alan hesab1 yapilmaksizin atrofi miktarin1 analiz etmek igin
olusturulmustur. Sekilde, T8 seviyesinde, Kontrol grubunun GDNF grubuna gore
atrofi miktarinin daha fazla oldugu gorilmektedir. Ancak benzer gozleme L3
seviyesinde rastlanilmamistir. L3 seviyesinde iki grup arasinda fazla bir fark

goriilmemistir.

Dorsal ventral ayrim omurilik kesitleri iizerinde gerceklestirilen ve laminelere
bakilarak dorsal hatt1 ventral hattan bir ¢izgi ile ayirmak i¢in yapilmaktadir. Bu ayrimi

yapmanin amaci dorsal ve ventral alanlar birbirine bagimsiz olarak 6l¢iilebilmektedir.

81



T8 ve L3 seviyelerinden alman kesitlerde yapilan dorsal ve ventral alan
hesaplar1 sonucunda, GDNF grubu, Kontrol grubuna gére hem dorsal hem de ventral
alanlarda torakal ve lumbal seviyelerinde artis gostermektedir. Ancak bu artis istatiksel
olarak bir anlamlilik igermemektedir (p>0.05). Bu bulgular GDNF’ in omurilik hasar1
sonras1 olusan atrofiyi torakal bdlge ve lumbal bolge kesitlerinde tolere edip kontrol

grubuna gore fazla alan 6lgiisiine sahip oldugunu gostermektedir.

Omurilik hasar1 sonrasi Cresyl violet ile boyanan kesitlerde yapilan funikulus
alan Olgtimleri gri cevheri kapsayan beyaz cevherin belirli alanlarinin, omuriligin
hasarli tarafinin saglam tarafina oranla degisimini ve olusan atrofiyi anlamak amaciyla
gerceklestirilmistir. Burada T8 ve L3 seviyelerinin beyaz cevherleri dorsal, lateral ve
ventral funikuluslar olmak iizere {i¢ farkli alana ayrigtirilarak bu alanlarin alanlari
birbirinden bagimsiz olarak 6l¢lilmiistiir. Yapilan bu ¢alismada, T8 seviyesinde sadece
dorsal ve lateral funiculus alanlarinda GDNF grubu kontrol grubuna gore artis
gostermektedir. Ancak yalmizca lateral funikulus alanlarinda GDNF grubu kontrol

grubuna kiyasla istatiksel olarak anlamli (p<0.05) bir artis géstermektedir.

Ote yandan, L3 seviyesinde ise, tiim funikulus alanlarinda istatiksel olarak
anlamli olmaksizin (p>0.05) GDNF grubu Kontrol grubuna gore artis gostermektedir.
Bu bulgular; GDNF’in lumbal seviye kesitlerindeki alanlarda atrofiyi azaltict pozitif
bir etkisi olmadigin1 gostermektedir. Ancak torakal seviye kesitlerindeki alanlardan
lateral funikulus alaninda hasar sonrasi olusan atrofiyi kontrol grubuna gore dikkat
cekici yonde azaltmistir. Bu sonu¢ GDNF’in omurilik hasar1 sonrasi hiicre 6liimiine
bagli olarak gergeklesen beyaz cevher doku kaybini azalttigini destekler yonde

bulunmaktadir.

Total omurilik alan1 6l¢iimii gri ve beyaz cevherin biitiintiyle Olciilerek ipsi
kisminin kontra kismina gore olusturdugu atrofik degisikligi anlamak amaciyla
gergeklestirilmistir. Bu ol¢iimde Cresyl violet ile boyanan kesitlerde T8 ve L3
seviyelerinin sol (kontra) ve sag (ipsi) kisimlarinin alanlar1 gri cevher ve beyaz cevheri
icerecek biitlinliikte birbirinden bagimsiz olarak dlgiilmiistiir. Yapilan bu dlgiimlerin
sonucunda, istatiksel olarak anlamli olmaksizin, T8 ve L3 seviyelerinde ipsi
alanlarinin GDNF grubunda, Kontrol grubuna gore daha fazla oldugu tespit edilmistir.

Ancak bu trend istatiksel olarak bir anlamlilik igermemektedir (p>0.05). Bu bulgular,
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GDNF’ in total omurilik alaninda da (beyaz cevher ve gri cevher) omurilik hasari
sonrasinda olusan atrofiyi tolere edip doku kaybini Onleyici bir etki gosterdigini
anlatmaktadir. Torakal seviye total omurilik alaninda istatiksel olarak anlamli bir
bicimde GDNF grubunun Kontrol grubuna gore daha yiiksek alana sahip olmasi
sonucu, diger alan Ol¢limii analizlerinin sonuglar1 ile biitiinlestiginde GDNF’ in
etkisini spesifik olarak torakal seviyede daha anlamli olarak gosterdigine dair bir
bulguya da 151k tutmaktadir. Ancak torakal seviyedeki bazi alan 6l¢timlerinde GDNF’
in anlamli sonu¢ gostermemesi sonucu bu yorum tiim veriler tarafindan

desteklenmemektedir.

Omurilik hasarindan sonra 43. giinde traser olarak BDA enjeksiyonu omurilik
L4 seviyesine yapilmig ve hayvanlar bu enjeksiyonu takiben 57. giinde sakrifiye
edilmistir. Sonrasinda elde edilen omurilik kesitlerinden T12 hasar seviyesinin iist
bolgesinde T8 seviyesi kesitlerine BDA boyamasi gergeklestirilmistir. Bu boyamanin
amaci traser olarak enjekte edilen BDA maddesini i¢ceren aksonlarin hasarin rostraline
dogru anterograd olarak projeksiyon yapma kabiliyetini dlgmektir (156). Yapilan
boyama sonucunda kontrol ve GDNF gruplar1 kesitlerinde T8 seviyesinde hasarin
gergeklestirilmis oldugu ipsilateral bolgesindeki beyaz cevher alanlarinda BDA (+)
hiicre sayilar1 hesaplandiginda edildiginde, GDNF grubunun kontrol grubuna gore
istatiksel olarak anlamli olarak (p<0,01) daha yiiksek BDA (+) hiicre sayis1 icerdigi
gozlemlenmistir. Elde edilen verilerin 15181nda, L4 seviyesinden enjekte edilen BDA
maddesinin T12 hasar seviyesini ge¢ip T8 seviyesinde BDA (+) aksonlarin bulunmasi
bu aksonal uzamanin omurilikten ¢ikan yolaklar ile gerceklestirildigi yoniinde fikir
vermektedir. Ancak, bu aksonlarin spesifik olarak dorsal kolon medial- lemniskal
yolak ya da spinotalamik yolak gibi ¢ikan yolaklarin hangisini kullandigi
bilinmemektedir. Literatirde Yang ve arkadaslarimin yaptigi calismada, C4
seviyesinden yapilan enjeksiyon ile BDA maddesinin retrograd 6zelligini kullanarak
hasar sonrasinda kortikospinal yolak aracilifiyla omuriligin hasara gore kaudal

segmentlerinde BDA (+) aksonlar bulundugu gézlenmistir (157).
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8. SONUC

Sonug olarak, biitiin verilerin bulgular1 bir araya getirildiginde, lentiviral yontemle
farelere aktarilan GDNF’ in omurilik hasar1 sonrasinda farelerin uzun dénemde motor
koordinasyonlarinin diizelmesini ve lokomotor becerilerinin artmasini saglayarak
fonksiyonel iyilesmeye katkida bulundugu goriilmiistir. Ote yandan, GDNF’ in
omurilik hasar1 sonrasi ikincil mekanizmalar ile azalan ndron ve motor néron sayilarini
arttirarak hiicresel sag kaliminda kontroliinii sagladig1 goriilmiistiir. Bu tez sonucunda
GDNF molekiiliinlin omurilik hasar1 sonrast uzun donem siirecinde hasar
patofizyolojine olan etkileri incelenmis bulunmaktadir. Yapilan analizler 1s18inda,
sonraki ¢alismalarda GDNF molekiiliiniin terapotik bir ajan olarak kullanilarak 42
giinden daha uzun bir siiregteki etkilerinin incelenmesinin, GDNF ile ilgili elde edilen

tiim bu bulgulara katkida bulunacag: diisiiniilmektedir.
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